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caso se ha recurrido a la terminologia anglosajona con el fin de seguir la

nomenclatura internacional.
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CFM:
DM:

Anticuerpos anticitoplasma de neutrofilo
Microscopia confocal
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Enfermedad renal crénica

Enfermedad renal estadio terminal
Microscopia confocal ex vivo
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glomerulonefritis rapidamente progresiva
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nm:
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|V

|A

Mililitros por minuto

nanometros

acido periodico de Schiff

Microscopia confocal ex-vivo con reflectancia
rojo, verde, azul

Tubulo contorneado proximal

Tubulo contorneado distal

Tasa de filtrado glomerular

Virus inmunodeficiencia humana

Mayor o igual que

Menor o igual que
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1. RESUMEN

Introduccion: A pesar de los avances en el diagnostico de las enfermedades
renales, el estudio histolégico mediante la obtencion de una biopsia renal
percutanea continua siendo la clave para entender la fisiopatologia, llegar a un
diagnéstico preciso e implementar un tratamiento oportuno en la mayor parte de las
nefropatias. Actualmente la evaluacién de rutina de una biopsia renal implica el
examen del tejido mediante microscopia optica convencional, inmunofluorescencia
y microscopia electronica. Algunos inconvenientes de este abordaje son el tiempo
requerido para cada técnica, la importancia de la experiencia del patélogo para su
interpretacion y, ya que el tejido renal extraido es escaso, se reduce la posibilidad
de realizar mas estudios, como los relacionados con la biologia molecular. Estas
limitaciones han justificado nuestro interés en la microscopia confocal ex-vivo

(EVCM) como herramienta complementaria al diagnostico en nefropatologia.

Hipoétesis: En este contexto, la presente Tesis Doctoral plantea las siguientes
hipodtesis:

1: La EVCM es un método éptico que puede proporcionar imagenes a tiempo real
del tejido renal humano, comparables en resolucion al estudio microscoépico
convencional, preservando la morfologia tisular, celular y las macromoléculas
(proteinas y acidos nucleicos).

2: La evaluacion de la biopsia renal mediante EVCM puede proporcionar imagenes
digitales que permiten identificar patrones basicos de lesion renal, comparables a

los descritos en el estudio de microscopia convencional.

Objetivos:
1.1 Evaluar el flujo de trabajo de la EVCM en biopsias renales no neoplasicas
1.2 Evaluar la integridad del tejido posterior a la realizacién de EVCM para

estudios moleculares, histoquimicos e inmunohistoquimicos posteriores.
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1.3 Correlacionar las imagenes obtenidas mediante EVCM con la
microscopia 6ptica convencional (H&E).

2.1 Identificar patrones de lesién basicos en nefropatologia a nivel

glomerular, tubulo intersticial y vascular, mediante EVCM

2.2 Correlacionar los hallazgos de la EVCM con los obtenidos mediante el

estudio 6ptico convencional empleado en nefropatologia.

Material y métodos:

Primer trabajo: “Ex vivo confocal microscopy performs real-time assessment of renal
biopsy in non-neoplastic diseases” Se incluyeron 24 muestras de tejido renal
obtenidas de autopsias de individuos con causa de muerte no renal y sin historia
clinica de IRA, IRC o ESRD. Se evaluaron: los protocolos de preparacion de la
muestra para EVCM; la identificacion de estructuras normales del tejido renal
mediante EVCM en comparacion a las secciones histolégicas de rutina; el impacto
de la técnica de EVCM sobre el procesamiento convencional posterior (técnicas
histoquimicas de rutina), la inmunohistoquimica y la extraccion de acidos nucleicos.
Segundo trabajo: "Ex vivo confocal microscopy detects basic patterns of acute and
chronic lesions using fresh kidney samples™ Se evaluaron mediante EVCM un total
de 48 biopsias de rifidn nativo, tomadas por indicacion médica. Se valoraron
parametros de lesion glomerular, tubulointersticial y vascular, comparandolos con el

estudio optico convencional.

Los cilindros del tejido renal en fresco fueron preparados para su evaluacién
mediante EVCM usando naranja de acridina y acido acético. Los mosaicos
confocales fueron obtenidos utilizando el equipo VivaScope 2500 (MAVIG, Munich,
Germany) de cuarta generaciéon el cual esta equipado con un objetivo de gel de
inmersion de 38x, utiliza dos laseres, uno con longitud de onda de 488 nm (azul) y
otro de 785 nm (infrarrojo) y tiene una resolucién de imagen de 1024x1024 pixeles.
El naranja de acridina se excita con el laser azul dando una sefal fluorescente

(FCM), mientras que el laser infrarrojo genera la sefial de reflectancia (RCM).
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Ambas sefiales se detectan simultdneamente y combinadas en tiempo real (FUCM).
Mediante un algoritmo integrado, las imagenes fusion se transforman en un grafico
rojo, verde y azul (RVA) parecido a la tincion de hematoxilina y eosina (H&E),

asignandole el color azul a la FCM vy el color rosa a violeta a la RCM.

Resultados:

Primer trabajo: “Ex vivo confocal microscopy performs real-time assessment of renal

biopsy in non-neoplastic diseases”. El protocolo de evaluacién de las biopsias
renales mediante EVCM, permite obtener imagenes digitales en un tiempo inferior
a 5 minutos, con una correlacion perfecta en la identificacion de corteza y médula
renal y una correlacion muy buena para el numero de glomérulos evaluados, el
numero de glomérulos esclerosados globalmente y la presencia de fibrosis
intersticial y atrofia tubular. Ademas, no hay impacto negativo en las tinciones
histoquimicas e inmunohistoquimicas realizadas sobre los tejidos procesados de
manera convencional post-EVCM, ni en la cantidad y calidad de los acidos nucleicos
extraidos.

Segundo trabajo: Ex vivo confocal microscopy detects basic patterns of acute and

chronic lesions using fresh kidney samples”. El porcentaje de acuerdo entre la H&E
virtual y las alteraciones evaluadas mediante estudio convencional (H&E, PAS,
tricromico y plata) fue superior al 85% en la evaluacién de la proliferacién
extracapilar, la esclerosis segmentaria, la lesion tubular aguda, la fibrosis intersticial,
la inflamacion intersticial y las lesiones arteriolares crénicas. El indice de correlacién
kappa fue muy bueno para la proliferacion extracapilar, la esclerosis segmentaria y
el dano tubular agudo y sustancial para la evaluacion de fibrosis e inflamacién

intersticial y las lesiones vasculares (arteriales y arteriolares) cronicas.

Conclusién: La EVCM permite analizar biopsias de riidn en fresco con una
adecuada correlacion con las técnicas histolégicas convencionales, para la mayoria
de los parametros evaluados; y en un tiempo sensiblemente menor, sin
comprometer el estudio 6ptico convencional de rutina. Por todo lo anterior la

implementacion de la EVCM podria permitir reestructurar el flujo de trabajo de la
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biopsia renal, con potenciales efectos para el manejo de los pacientes con

enfermedad renal no neoplasica.



Introduccion

2.
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2. INTRODUCCION

Los rinones son 6rganos con funciones esenciales para mantener la
homeostasis dentro del organismo. Dentro de las funciones que desempefian se
encuentra la de filtrar y eliminar productos metabdlicos y toxinas del componente
sanguineo, también participan en el control del liquido extracelular, equilibrio
electrolitico y del componente acido basico. Los rifiones también cumplen una
funcion endocrina mediante la produccion hormonal (1-25 Vitamina D,

eritropoyetina).

Una de las principales funciones de los rifiones es la filtracion del
componente sanguineo, para llevar a cabo este proceso es indispensable que el
rinidn cuente con una vascularizacidon significativa, suficiente como para recibir
aproximadamente el 20% del gasto cardiaco, lo cual corresponde a un volumen
aproximado de 1200 mililitros de sangre por minuto." Las nefronas son las
estructuras funcionales encargadas de llevar a cabo el proceso de filtracion para la

formacion de orina.

A nivel histologico este proceso de filtracion es llevado a cabo por tres
estructuras principales: endotelio capilar glomerular, células especializadas
conocidas como podocitos y la membrana basal constituida principalmente por
colageno. Cualquier alteraciéon en estas estructuras histologicas conlleva a

patologia renal.?
2.1 ESTRUCTURA RENAL
Macroscopicamente, el rindbn se divide en dos secciones: una porcion

externa llamada corteza renal y una interna que es la médula. Ambas contienen

diferentes estructuras de la nefrona, la unidad funcional del rifién.3

11
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La nefrona a su vez estd compuesta por un glomérulo y un sistema tubular
complejo. El glomérulo y la primera porcion del sistema tubular, conocida como
tubulo contorneado proximal (TCP), se encuentran en la corteza renal. Después del
TCP, el asa de Henle, una estructura en forma de horquilla penetra en la médula y
regresa a la corteza para conectarse con el tibulo contorneado distal (TCD).*
Finalmente, la nefrona drena en el conducto colector a través de tubulos conectores.
(Figura 1)°

Figura 1. En la porcién central observamos el glomérulo renal en la periferia, rodeada por la capsula
de Bowman (BC) y alrededor se observa el tubulo contorneado proximal (PCT) y el tubulo
contorneado distal (DCT).%

El corpusculo renal esta conformado por multiples capilares fenestrados en
su porcioén central. Estos capilares tienen una funcion esencial en la filtracion renal.
El flujo sanguineo se regula en amplios rangos de presion, manteniendo asi
relativamente constante la tasa de filtracion glomerular. Esta regulacion es llevada
a cabo por arteriolas de resistencia, una aferente y otra eferente, las cuales

presentan una gran area de superficie para la filtracion.®
El endotelio capilar glomerular contiene pequefios poros transcelulares o

fenestraciones de aproximadamente 60 nm de diametro, que cubren

aproximadamente del 20 al 50% de la superficie endotelial. Estos capilares se

12
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encuentran dentro de la capsula de Bowman.”® Las células mesangiales
intraglomerulares sostienen fisicamente los capilares glomerulares y ocupan los

espacios intercelulares debajo de la membrana basal.

Los capilares glomerulares se encuentran suspendidos en el mesangio, el
cual esta compuesto por células mesangiales y su matriz extracelular. Las células
mesangiales son pequefias, de forma irregular con nucleos heterocromaticos
indentados. Las células mesangiales tienen funciones contractiles y fagociticas.® La
contractilidad de estas células altera el diametro de los capilares glomerulares en
respuesta a cambios en la presidén sanguinea, lo que resulta en alteracion de las
tasas de filtracion glomerular. La funcion fagocitica consiste en eliminar los
agregados de proteinas, como los complejos inmunes, que se alojan dentro del filtro
glomerular. La expansion de las células mesangiales en algunas enfermedades
renales resulta en una reduccion del area de filtracion y la oclusion de los capilares

glomerulares.™®

La capsula de Bowman consta de una capa visceral y una parietal. La capa
visceral interna rodea completamente los capilares glomerulares. Esta formada por
células epiteliales estrelladas especializadas llamadas podocitos. En contraste, la
capa externa o parietal de la capsula de Bowman es una capa simple de epitelio
escamoso.? Entre ambas capas queda una cavidad denominada espacio urinario o
de Bowman, donde se recoge el ultrafiltrado y esta en continuidad con la luz del

tubulo proximal. (Figura 2)°

13
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Figura 2. Microscopia Electronica donde se observa un capilar glomerular y un podocito vecino
(podocyte). Los pedicelos (Pe) del podocito descansan sobre la membrana basal (BM) adyacente al
endotelio del capilar glomerular fenestrado.®

Los podocitos sirven de soporte a los capilares glomerulares y forman parte
de la barrera de filtracion glomerular. Son células grandes con nucleos eucromaticos
y forman la capa visceral de la capsula de Bowman con exposicion al espacio
urinario. Los procesos secundarios interdigitados de los podocitos (pedicelos o
procesos pediculares) cubren y rodean gran parte de la superficie de los capilares
glomerulares.* Estos procesos pediculares contienen actina y se cree que tienen
cierta actividad contractii para oponerse a la distension de los capilares
glomerulares. Los espacios o brechas entre estos pedicelos interdigitados forman
poros en forma de hendidura de aproximadamente 30 a 40 nm de ancho.'" Estas
hendiduras estan cubiertas por una delgada membrana o diafragma de hendidura.
Los podocitos tienen capacidad limitada de reparacién, pero pueden regenerar sus
procesos pediculares. La pérdida de pedicelos se denomina borramiento y también

simplificacion, retraccion o fusion.'?
La membrana basal glomerular es el tercer componente de la barrera de

filtracion, junto con el endotelio capilar y los podocitos. Esta se encuentra fusionada

a las células endoteliales y los podocitos, y ofrece cierto soporte a los capilares
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glomerulares. Por lo tanto, es mas gruesa (240 a 270 nm) que otras membranas

basales capilares (40 a 80 nm).# Es un material gelatinoso que contiene una red de

fibras organizadas en forma de malla que forma poros heterogéneos de 10 nm. El

componente principal es el colageno tipo IV, pero contiene otras proteinas como

laminina y heparan sulfato, glicoproteinas y proteoglicanos.’

El aparato yuxtamedular es un grupo importante de estructuras ubicadas

en la entrada de los capilares en el glomérulo. Dos de estos son estructuras

sensoriales especializadas que tienen mecanismos de retroalimentacion para

regular el flujo sanguineo glomerular y la tasa de filtracion.®

1.

La macula densa (punto mas grueso) es una regién engrosada del tubulo
contorneado distal. Se caracteriza por nucleos apicales y células columnares
muy compactas. Responde a la concentracion de cloruro de sodio en el
filtrado tubular y es un sistema de retroalimentacion tubuloglomerular que
regula la tasa de filtraciéon glomerular. Es importante tener en cuenta que la
macula densa regula el glomérulo que se conecta al tubulo distal, que detecta
la concentracion de cloruro de sodio.

Las células yuxtamedulares (también células granulares) son musculos lisos
especializados en las paredes de la arteriola aferente. Estas células
sintetizan y secretan renina en respuesta a la disminucion de la presidn
sanguinea arteriolar y activan el sistema renina-angiotensina para regular la
presion arterial.

Las células de Lacis son células mesangiales extraglomerulares y se
encuentran en el tallo del penacho glomerular de capilares. Tienen funciones

similares a las células mesangiales intraglomerulares.

2.2 ALTERACION EN LA ESTRUCTURA RENAL

Cualquier anomalia de esta barrera de filtracion conduce a condiciones

patolégicas. De hecho, alrededor del 90% de la enfermedad renal en etapa terminal

se debe a alteraciones glomerulares.' Las enfermedades glomerulares son
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condiciones heterogéneas con una amplia variedad de etiologias y presentaciones
clinicas, pero casi universalmente se deben a la alteracién de la barrera de filtraciéon

glomerular.

Estas enfermedades se manifiestan principalmente por un cojunto de
signos que van desde el sindrome nefritico hasta el nefrotico.’® Estos sindromes no
son enfermedades, sino sintomas, signos y hallazgos de laboratorio que sugieren
un trastorno renal subyacente, que con mayor frecuencia implica el glomérulo. Si
bien las etiologias y los cambios patolégicos que conducen a los sindromes
nefroticos y nefriticos son altamente variables, es posible realizar algunas

generalizaciones utiles.

El sindrome nefrético se debe principalmente a la destruccion de los
podocitos, partes integrales de la barrera de filtracion. La disfuncion de los podocitos
resulta en pérdidas significativas de proteinas en la orina. Este sindrome se
presenta con proteinuria > 3.5 g por 24 horas o relacidn proteina/creatinina > 3000
mg/g, hipoalbuminemia < 3g/dL, edema e hiperlipidemia.'®

A su vez, el sindrome nefrético se puede subdividir en primario o
secundario. El sindrome nefrético primario ocurre cuando el rindn es el Unico 6rgano
afectado. El sindrome nefrotico secundario es cuando diferentes enfermedades
sistémicas ya sean, inmunoldgicas, metabdlicas o vasculares afectan los

glomérulos. El sindrome nefrotico secundario es la presentacion mas comun.'”

La nefropatia por cambios minimos es la forma de sindrome nefrético
primario mas comun en la edad pediatrica.'® Es idiopatico en la mayoria de los
casos, pero a veces se asocia con neoplasias, infecciones recientes o vacunacion.
Este se caracteriza por una apariencia normal de los glomérulos en la tincion de
hematoxilina y eosina (H&E), inmunofluorescencia (IF) negativa, dado que no hay

depdsitos de complejos inmunes, y en la microscopia electrénica (ME) se puede
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observar desaparicion (fusidon o engrosamiento) de los pedicelos de extensidon

variable, aunque suele ser extenso.

En la edad adulta, la glomeruloesclerosis segmentaria focal (GESF) es la
causa mas comun del sindrome nefrético primario en hispanos y afroamericanos.’®
Usualmente es idiopatica (primaria) pero puede estar asociada con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), con la enfermedad de células falciformes o con el
uso de heroina (secundaria). La GESF se caracteriza por esclerosis focal y
segmentaria en la tincibn de H&E, una extensa desaparicion por fusion o
engrosamiento de los pedicelos en la ME, e IF negativa. Este tipo de glomerulopatia

a menudo progresa a insuficiencia renal cronica.

La nefropatia membranosa es la etiologia mas comun del sindrome
nefrético primario en adultos de raza blanca. Usualmente es idiopatica (primaria)
pero puede estar relacionada con hepatitis, enfermedades reumaticas, neoplasias
o medicamentos (secundarios).?® Actualmente el diagndstico y prondstico se hace
mediante medicion de anticuerpos anti-PLA2R.?' Las caracteristicas microscopicas
encontradas son paredes capilares engrosadas sin proliferacion celular en la H&E,
en la IF se observan depdsitos de inmunocomplejos en la pared del capilar
glomerular con imagenes carateristicas de “puas” o “spikes” y en la ME se observan
depdsitos electrodensos homogéneamente distribuidos a lo largo del capilar
glomerular.?? Al igual que la GESF, la nefropatia membranosa a menudo progresa

a insuficiencia renal cronica.

El sindrome nefrético secundario puede resultar de enfermedades
sistémicas que cursen con complejos inmunes, como el el lupus eritematoso
sistémico (LES) o vasculitis; también enfermedades metabdlicas como diabetes
mellitus (DM) o vasculares con la hipertensidon vascular (HTA).?®> La causa mas
comun del sindrome nefrético secundario es la DM. En la DM, la hiperglucemia
conduce a la dlicosilacion de la membrana basal vascular, causando

arterioloesclerosis hialina. La arteriola eferente se ve mas cominmente afectada,
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aumentando la presién de filtracion glomerular (hiperfiltracién). Este estado
eventualmente progresa a albuminuria, uno de los primeros marcadores clinicos de
funcién renal alterada. Histolégicamente se caracteriza por la aparicion de

esclerosis mesangial y la formacion de ndédulos de Kimmelstiel Wilson.?

El sindrome nefritico, por otro lado, ocurre en enfermedades renales
atribuidas a la alteracion de la membrana basal glomerular. Este cambio patolégico
se debe principalmente a inflamacion de la membrana basal (glomerulonefritis) y se
manifiesta clinicamente como HTA, hematuria, proteinuria y azoemia rapidamente

progresiva.?®

Al igual que el sindrome nefrético, el sindrome nefritico también puede
tener causas primarias o secundarias. Las causas primarias mas frecuentes de
sindrome nefritico es la Glomerulonefritis aguda postestreptocécica (GAS), la
Glomerulonefritis membranoproliferativa (MPGN), la Nefritis por IgA y la
Glomerulonefritis rapidamente progresiva (GNRP).

La GAS es la causa mas comun de glomerulonefritis aguda en nifios. En
adultos también se puede presentar, pero con una menor incidencia. Esta ocurre
después de una infeccion estreptococica de la garganta o de la piel, y puede cursar
con hematuria, oliguria y hipertension.?® Microscopicamente, la GAS muestra un
patron granular en la IF, que es mas notable en las areas del glomérulo donde el

complejo inmune se ha depositado.

La MPGN es una enfermedad poco comun que incluye un grupo de
nefropatias glomerulares. Se clasifica en 2 tipos, MPGN con depdsito de
inmunoglobulinas y complemento (también MPGN por inmunocomplejos) y la
Nefropatia C3, que tienen diferentes patrones de depdsito exclusivo o dominante de
la fraccion del complemento C3.2” La MPGN a menudo se asocia con enfermedades

autoinmunes, infecciones o gammapatia monoclonal.
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La nefritis por IgA (también llamada enfermedad de Berger) es la causa
mas comun de glomerulonefritis en el mundo. Se caracteriza por la presencia de
depositos de IgA en el mesangio glomerular.?® A menudo sigue a una infeccién del
tracto respiratorio superior y es mas comun en nifos y adultos jévenes. Presenta un
curso clinico variable, con algunos pacientes que se recuperan por completo y otros

que progresan a enfermedad renal cronica.

La GNRP es una forma de glomerulonefritis que progresa rapidamente a
insuficiencia renal en dias o semanas. Se puede asociar a la presencia hemorragia
alveolar difusa que causa hemoptisis. La etiologia es muy variada, pero las causas
mas frecuentes en adultos suelen ser vasculitis sistémica por anticuerpos anti-
citoplasma de neutrofilos [ANCA] y la enfermedad por depdsito de anticuerpos anti-

membrana basal glomerular.?®

2.3 ENFERMEDAD RENAL

La enfermedad renal (ER) es un término general que se utiliza para describir
condiciones médicas que afectan a los rifiones y pueden detectarse mediante
alteraciones del sedimento urinario, proteinuria y/o alteracién de la funcion renal. La
enfermedad renal puede manifestarse de dos maneras principales, como

enfermedad renal aguda (ERA) o cronica (ERC).

La ERA es un sindrome clinico caracterizado por un deterioro brusco,
(<3meses), de la funciéon renal que se acompafia de retencion de productos
terminales del metabolismo nitrogenado, como la urea y la creatinina, con o sin
alteraciones del equilibrio hidroelectrolitico y acido-base asociadas. Suele ser
reversible y cursar con oliguria, aunque algunas formas clinicas tienen diuresis
conservada o incluso poliuria. La ERA puede tener diversas causas, como lesiones
primarias o secundarias del parénquima renal, obstrucciones de la via urinaria, o en

el contexto pre-renal por alteracion de la perfusion renal.’® Un metaanalisis
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publicado recientemente muestra que la ERA aumenta el riesgo de mortalidad de

diferentes causas, asi como el riesgo de ERC y ERC terminal .3

La ERC es una afeccién a largo plazo en la que los rifones no funcionan
correctamente durante un tiempo prolongado, generalmente de al menos 3-6
meses. Esta afeccion a menudo progresa lentamente y puede ser causada por
diversas condiciones subyacentes, como la diabetes, la hipertension arterial, o
enfermedades glomerulares, entre otras. La ERC suele ser silente al principio, pero
a medida que avanza la enfermedad, puede manifestarse con fatiga, edema de

extremidades inferiores o cambios en la miccion, entre otros sintomas.

Los pacientes con ERC tienen mayor riesgo de enfermedad cardiovascular y
muerte, por lo que el diagndstico temprano es prioritario para realizar una
intervencidn temprana y asi retrasar o evitar el progreso de la enfermedad. Los
factores de riesgo para el desarrollo y progresion de la ERC incluyen un bajo numero
de nefronas al nacimiento, pérdida de nefronas asociado a el proceso de
senescencia y episodios frecuentes de lesiones renales agudas.®?

Es importante destacar que la enfermedad renal puede ser grave y tener
consecuencias letales para la salud si no se diagnostica y trata adecuadamente. La
ERC afecta entre el 10-15% de la poblacion adulta, muchos de los cuales requieren
de tratamientos costosos como la dialisis o el trasplante renal, lo cual representa un
grave problema de salud publica que impacta de forma global en la cantidad y
calidad de vida los individuos y en la viabilidad de los sistemas sanitarios en la

mayoria de las poblaciones en el mundo.3°

2.4 DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD RENAL

La pérdida de la funcion se puede manifestar morfolégicamente por

anormalidades patoldgicas que pueden ser identificados por estudios de imagen, o
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bien mediante marcadores bioquimicos, valorables en orina y/o sangre. La
enfermedad renal cronica es una pérdida progresiva, permanente e irreversible de
la tasa de filtracion glomerular (TFG) a lo largo de un tiempo variable, incluso afos,
y que se expresa por una reduccion del aclaramiento de creatinina y se define por

una TFG<60 mL/min/1.73 m? por > 3 meses con o sin dafio renal.

Los mecanismos que dan lugar a la ERC son de origen glomerular, tubular o
vascular, los cuales pueden tener una etiologia genética, inmunoldgica, toxica ya
sea exogena (ej. medicamentos) o enddgena (ej. glucosa) o deberse a una
enfermedad subyacente. Independientemente de la causa de la ERC Ila
glomeruloesclerosis y la fibrosis intersticial son hallazgos morfolégicos comunes al

deterioro funcional.3°

2.4.1 DIAGNOSTICO CLINICO DE LA ENFERMEDAD RENAL

El diagndstico clinico de las enfermedades renales es fundamental para
identificar y tratar de manera adecuada estas condiciones. Es necesario llevar un
interrogatorio exhaustivo de los sintomas y antecedentes médicos del paciente.
Esto nos ayudara a determinar las pruebas de laboratorio y los estudios de imagen

necesarios a indicar para confirmar el diagnéstico.

Existen diferentes signos clinicos y marcadores bioquimicos sanguineos
que nos permiten evaluar la disfuncion glomerular. A continuacion, mencionaremos
los mas importantes.

a) Proteinuria: la medicion de proteinas en la orina es util para diferenciar entre
sindromes nefroticos o nefriticos y para evaluar la severidad de la
enfermedad renal. La proteinuria puede encontrarse en enfermedades
glomerulares que cursan con de fuga de proteinas hacia la orina, o por un
defecto en la reabsorcion de proteinas en los tabulos renales.** La proteinuria

puede causar orina espumosa. Generalmente, una concentracién de
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proteina muy alta en la orina o "rango nefrético" > 200 mg/l esta asociada con
la disrupcién de los podocitos, lo que resulta en pérdida de proteinas no
selectiva.®3 La proteinuria se asocia generalmente a hipoproteinemia o
hipoalbuminemia. El método estandar para la cuantificacion de proteinas en
orina es la recoleccién de orina en 24 hrs.

Hematuria: es la presencia de un numero anormalmente elevado de
hematies en orina. Se define como la presencia de mas de 2 hematies/campo
en el sedimento urinario.®® En la hematuria microscopica el color de la orina
no se modifica, al contrario que en la hematuria macroscopica, donde la orina
puede tomar un color rojo o marrén oscuro. La hematuria es un signo cardinal
del sindrome nefritico, se acompafa también de proteinuria, ya que en este
sindrome es manifestacion de un defecto en la membrana basal glomerular.
Edema: Las pérdidas de proteinas de la sangre resultan en una reduccion de
la presion oncotica coloidal y un aumento de la filtracion desde los capilares,
lo que resulta en la acumulacion de liquido excesivo y no reabsorbido dentro
de los espacios intercelulares. El edema es mas notable en manos, tobillos
0 en zona periorbital. En casos mas graves, puede haber ascitis, derrame
pleural y anasarca, signos clinicos del sindrome nefrético.3®

Uremia: la urea es el producto final del metabolismo de las proteinas. En el
estado urémico encontramos una tasa de filtracion glomerular muy reducida;
la alteracion de la barrera también puede resultar en una reduccion de la
filtracion y, por lo tanto, en la acumulacion de productos de desecho como

creatinina y nitrdbgeno ureico en la sangre, entre otros.3

2.4.2 DIAGNOSTICO HISTOLOGICO DE LA ENFERMEDAD RENAL

La biopsia renal se considera el método mas definitivo para el diagnéstico

etiolégico de la enfermedad renal, especialmente de origen glomerular. Se trata de
un procedimiento invasivo de bajo riesgo. Las complicaciones, relacionadas con el

sangrado, se presentan sobre todo en pacientes ingresados con cuadros de fracaso
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renal agudo.3® Sin embargo, las indicaciones para una biopsia renal dependen en
parte no solo de las condiciones del paciente, sino que también de los hallazgos en
los estudios de imagen.3” En pacientes con rifiones <9cm (medidos por ultrasonido),
ademas de incrementarse el riesgo de complicaciones, la biopsia podria no ser

informativa.38

La biopsia renal se realiza en aquellos pacientes en los cuales se han
excluido causas pre- renales de enfermedad aguda y se desconoce la etiologia. Se
utiliza sobre todo cuando tanto la evaluacién clinica y de laboratorio indican lesiones
que puedan tener respuesta a terapias especificas como: glomerulonefritis
rapidamente progresiva, vasculitis, lupus eritematoso sistémico (LES) o la nefritis
intersticial aguda- Son indicaciones de biopsia la proteinuria aislada >0.5g/ dia, la
proteinuria de cualquier cuantia asociada a hematuria con dimorfismo globular o la
presencia de cilindros hematicos o leucocitarios (en ausencia de infeccion), o la

disminucioén de la TFG de origen no aclarado.3®

Segun la Sociedad Espafola de Nefrologia, se representan por orden de
frecuencia los sindromes clinicos en donde se ha indicado el uso de la biopsia renal
(Tabla 1).4° Estas indicaciones pueden variar dependiendo de cada centro de
nefrologia e incluso en cada pais, ya sea, porque cambia la incidencia o por

diferencia en los criterios diagnosticos de las distintas enfermedades renales.

INDICACIONES DE BIOPSIA RENAL

Sindrome nefrético idiopatico

Alteraciones urinarias asintomaticas: hematuria, microhematuria o ambas
Insuficiencia renal aguda de origen no filiado

Insuficiencia renal cronica

Sindrome nefritico

Hematuria macroscoépica recidivante

Tabla 1. Indicaciones de biopsia renal segun la Sociedad Espariola de Nefrologia®
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Dentro de las contraindicaciones para realizar una biopsia renal son la
presencia de alteraciones de la coagulacién, la presencia de rifiones pequenos o

con anomalias anatémicas, infeccién urinaria activa o HTA descontrolada.

La técnica mas utilizada para llevar a cabo la biopsia renal es la puncion
percutanea eco-dirigida en tiempo real. Existen otros procedimientos alternativos en
sujetos de alto riesgo o cuando fracasa la puncién. La complicacion mas grave
posterior a la toma de la biopsia es la hemorragia, que se puede resolver en la
mayoria de los casos con medidas conservadoras.*! Los pacientes con mayor
riesgo de presentar unas complicaciones posteriores a la toma de la biopsia son los
que presentan insuficiencia renal cronica avanzada o HTA, edad avanzada o que
cuentan con cortical renal adelgazada. En estos pacientes se encuentra justificado

el uso profilactico de desmopresina.*?

El estudio de la histologia renal sigue siendo, ademas, clave para
comprender la fisiopatologia, de la enfermedad renal. Actualmente, la evaluacion de
rutina de una biopsia renal implica el examen de tejido bajo microscopia oOptica,

inmunofluorescencia y microscopia electronica.*3

La microscopia optica es la técnica mas utilizada para evaluar todas las
muestras de tejido obtenidas por la biopsia y proporciona informacion descriptiva
sobre las lesiones existentes en diferentes segmentos del parénquima renal, lo que
ayuda a los médicos a determinar diagndsticos diferenciales, particularmente en
patologias que afectan los glomérulos. La descripcién histolégica de las patologias
glomerulares incluye términos como “proliferativa” cuando hay un aumento en el
numero de células, “esclerosante” cuando hay cicatrizacion y “necrotizante” cuando
hay areas de muerte celular.*® Las lesiones se describen ademas como difusas o
focales si estan afectados mas o menos del 50% de todos los glomérulos,
respectivamente. En un glomérulo individual, el proceso se considera global o

segmentario si esta afectado mas o menos del 50% del glomérulo.
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La microscopia Optica utiliza una serie de tinciones para caracterizar
diferentes patrones de lesion. Las tinciones mas utilizadas son las siguientes:

1. Tinciéon H&E: utilizada en la evaluacion general de todas las muestras.

2. Tincién con acido periodico de Schiff (PAS): se utiliza ampliamente para
evaluar las membranas basales, mesangio y estructuras vasculares.**
Tincion tricrédmica de Masson: utilizada para determinar fibrosis renal.*°
Tincidon de metenamina de plata (Jones): util para una mejor visualizacion de

las membranas basales glomerulares.*®

La evaluacién de la biopsia renal bajo microscopia de inmunofluorescencia
(IF) nos permite visualizar proteinas de interés en su contexto celular en las
diferentes zonas de la nefrona. La IF se basa en la tincion de células con anticuerpos
generados contra una proteina diana que se conjuga directamente con un
fluorocromo o se usa junto a un anticuerpo secundario. El examen de rutina
generalmente incluye inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, proteinas del complemento
(C3, C1q, C4), fibrina y cadenas ligeras kappa/gamma junto con controles

apropiados.4’

En los ultimos anos, la IF ha tomado un papel muy importante en el
diagnostico y clasificacion de enfermedades renales. Actualmente las
glomerulonefritis se clasifican segun hallazgos de IF; también nos permite evaluar
la intensidad de lesiones cronicas y predecir la evolucion de ciertas enfermedades

como la nefropatia por IgA, nefropatia lUpica y vasculitis renales.*8-50

Hay biopsias renales en las que la inmunofluorescencia nos da resultados
dudosos y los hallazgos en la microscopia de luz convencional no nos permiten
llegar a una conclusion diagndstica precisa. Estos casos requieren de la ayuda del
microscopio electronico y para ellos deberiamos tener reservado tejido renal para el

estudio ultraestructural.
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La microscopia electrénica (ME) se ha utilizado ampliamente para
diagnosticar muchas enfermedades comunes y poco comunes en nefrologia,
incluida la enfermedad de cambios minimos, la glomerulonefritis fibrilar, ciertas
clases de nefritis ltpica, el sindrome de Alport y la enfermedad de Fabry.>! Esta es
una de las pocas disciplinas médicas en las que la EM tiene un papel activo en la
practica clinica, y los hallazgos de la EM son necesarios para realizar el diagndstico
final. Por lo tanto, generalmente se recomienda para las biopsias renales preservar
una muestra en un fijador apropiado para el examen EM.% La ultraestructura se

examina en multiples niveles para evaluar todos los componentes del glomérulo.

La ME tiene el inconveniente de ser costosa y que no en todos los centros
se cuente con un microscopio electronico. Se debe de evaluar cada caso en

particular para realizar este estudio.

Los principales inconvenientes de la evaluacion microscépica convencional
incluyen factores como el tamafo de la muestra, la duracion e irreversibilidad del
procesamiento del material;, ademas de los requerimientos de personal
especializado para su interpretacidon. Estas caracteristicas plantean limitaciones en
el tipo y cantidad de analisis a realizar con el tejido en fresco, pero, sobre todo,
restringe los estudios posteriores al procesamiento de la muestra, como los estudios
de biologia molecular imprescindibles para desarrollar un abordaje diagndstico que
permita incorporar, en el futuro inmediato, un esquema de medicina de precision en
nefrologia y la generacion de terapias dirigidas para prevenir la aparicion de la

enfermedad renal en estadio terminal (ESRD).

Por lo anterior, es necesario contar con nuevas metodologias y técnicas que
proporcionen una aproximacion al diagnéstico histopatoldgico rapido y preciso, que
permitan preservar la integridad del tejido renal para estudios moleculares
posteriores y la toma de decisiones terapéuticas individualizadas de forma oportuna,

para mejorar el prondstico del paciente con nefropatia .42
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2.5 MICROSCOPIA CONFOCAL

2.5.1 Principios de la Microscopia Confocal

La microscopia confocal (CFM) es una técnica de imagen optica en el cual
se escanea un punto de luz enfocado dentro de una muestra, para luego reconstruir
la imagen punto por punto. Para ello se utiliza como fuente de luz un laser (que
permite controlar la profundidad de campo), asociado a espejos dicroicos (que
tienen la propiedad de reflejar la luz selectivamente en funcién de una determinada
longitud de onda), lentes de objetivo (disenados para recoger la luz y ampliar la
imagen de la muestra) y un diafragma de deteccion confocal o “pinhole”, que
rechaza la luz desenfocada, aumentando la resolucion y el contraste en
comparacion con la iluminacién de campo amplio de la microscopia convencional.®?
(Figura 3).

Puesto que en la CFM sodlo se ilumina un punto cada vez de la muestra, se
requiere un escaneo del espécimen estudiado para reconstruir las imagenes bi- o
tridimensionales mediante el uso de ordenadores (utiles en la visualizacién,

procesamiento, salida y almacenamiento de las imagenes).%4-%

La microscopia confocal permite realizar cortes 6pticos en serie, directos y
no invasivos, de muestras in vivo 0 ex vivo, gruesas e intactas con un minimo de
preparacion de la muestra, mejorando la resolucion de la imagen en muestras

gruesas, en comparacion con la microscopia de campo amplio.®’
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Figura 3. Esquema que muestra el principio de la microscopia confocal.

La microscopia confocal in vivo (IVCM) es una técnica no invasiva que
permite evaluar tejidos que se encuentran al alcance, tales como la piel, ojo y
mucosas o de forma indirecta mediante endomicroscopia como son el tracto
gastrointestinal, genitourinario, pulmones o el sistema nervioso central.5® 5 Esta
técnica no invasiva, nos permite obtener una imagen casi histoldégica de un tejido

determinado, evitando asi una biopsia innecesaria.

La IVCM utiliza un modo de reflectancia (RCM) en donde nos es posible
observar una imagen de alta resolucion en una escala de grises. Algunos de los
componentes celulares que se pueden distinguir son: nucleos celulares, colageno y
células sanguineas circulantes. El mecanismo de accion de la RCM se basa en las
diferencias de dispersion de la luz de las diferentes estructuras celulares, organelas
y la matriz extracelular, los cuales actuan como cromogenos internos dando senales
en diferentes escalas de grises (las mas proximas al blanco se describen como

hiperreflectivas y las mas préximas al negro como hiporreflectivas).®
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Con la IVMC se pueden reconocer diferentes enfermedades, entre ellas
diferentes desérdenes pigmentarios de la piel, algunas enfermedades inflamatorias

y tiene diferentes aplicaciones en el campo del envejecimiento cutaneo.®’

A diferencia de la IVMC, la microscopia confocal ex vivo (EVCM), permite un
examen microscoépico en tiempo real, de un tejido recién extirpado no procesado
con un alto nivel de resolucién, comparado casi con el de una imagen histoldgica.
La EVCM trabaja dos diferentes modalidades, un modo de reflectancia, con una
longitud de onda de 830 nm, también utilizado en la IVCM y un modo de
fluorescencia, el cual utiliza una longitud de onda de 488 a 658 nm, mayormente
utilizado en la EVCM.%?

En el modo de RCM de la EVCM se obtendran imagenes en diferentes
escalas de grises al igual que en la IVCM. Las imagenes visualizadas son
estructuras hiporreflectantes oscuras y estructuras hiperreflectantes brillantes.>®

El modo de fluorescencia (FCM) de la EVCM utiliza diferentes fluorocromos
que se unen a estructuras celulares especificas, resaltando su sefial en diferentes
intensidades de verde. Los fluorocromos mas utilizados son el naranja de acridina,
el azul de metileno, el azul de toluidina, el azul de Nilo y la fluoresceina o azul V de
patente.?3 Estos fluorocromos actiian como las tinciones histoldgicas e interactian
con las diferentes longitudes de onda del laser de la EVCM en el tejido diana
emitiendo una imagen. Las imagenes no fluorescentes se observaran oscuras,
comparadas con las fluorescentes que se observaran blancas. Hasta la fecha, solo
se encuentra disponible un dispositivo de EVCM, el VivaScope 2500 (MAVIG
GMBH, Munich, Alemania).?

Los fluorocromos tefiiran los nucleos celulares de blanco, lo cual va a permitir

una mejor visualizacion del tejido. De forma consecuente, la nitidez de las imagenes
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es directamente proporcional a la cantidad de nucleos encontrados en los tejidos,
donde en tejido linfatico o tumoral, se observara brillante, mientras que en tejido
fibroso o adiposo tendra una fluorescencia baja o ausente.®? En situaciones
especiales, donde tejidos como musculo y tejido adiposo, que no contienen gran
numero de células nucleadas, se puede utilizar la combinacién de ambos modos,
reflectancia y fluorescencia, llamada también modo fusiéon (FUCM) para obtener

imagenes mas fidedignas.®® °° (Figura 4).

Estos nuevos dispositivos que combinan CFM y RCM, obtienen informacion
mas detallada de los tejidos escaneados. Ademas, las imagenes obtenidas se
generan con una tincion digital de hematoxilina-eosina, lo que facilita la

interpretacion por parte de patdlogos y cirujanos.

Figura 4. Muestra de cortex renal, tejido autdpsico: A) Tincion de H&E microscopia optica
convencional, B) Microscopia confocal reflectancia (RCM), C) Microscopia confocal fluorescencia
(FCM), D) Microscopia confocal modo de fusion (FUCM). *Fotografia cortesia Garcia-Herrera A.

Servicio de Anatomia Patolégica, Hospital Clinic de Barcelona.
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2.5.2 EVOLUCION DE LA MICROSCOPIA CONFOCAL EX VIVO

Los primeros dispositivos de EVCM para uso clinico, funcionaban con un
unico laser de diodo de 830 nm de longitud de onda y adquirian imagenes
exclusivamente en modo RCM.%4 85 Posteriormente se configuraron equipos con
tres fuentes de laser: un laser de fluorescencia (488nm) y dos de reflectancia
(830nm y 658nm), por lo que se podian generar imagenes de RCM, FCM y FuCM,
con el inconveniente de un mayor tiempo de escaneo del tejido. La cuarta
generacion VivaScope® (MAVIG GmbH, Munich, Alemania) combina un laser de
reflectancia (785nm) y otro de fluorescencia (488nm), permitiendo obtener
imagenes de fusion, que a su vez son convertidas mediante un algoritmo informatico
en imagenes que remedan la hematoxilina y eosina (H&E) “H&E virtual”. En esta
tincion virtual, el algoritmo genera una imagen RGB dando un color azul a la sefial
de fluorescencia (verde) y rosa- purpura a la sefial de reflectancia (gris) 53%°. (Figura
5).
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Figura 5: Fragmento de cortex renal A) microscopia confocal ex vivo en modo fusion (FUCM), B)

H&E virtual. *Fotografia cortesia Garcia-Herrera A. Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital Clinic

de Barcelona.

2.5.3 PREPARACION DE LA MUESTRA PARA LA EVCM

El tejido obtenido de una biopsia se mantiene humedo sobre un papel filtro
empapado en solucion salina. A continuacién, se procede a sumergir el tejido en un
fluorocromo (naranja de acridina 1mmol/L) durante 20 segundos, se aclara en
abundante solucion salina hasta la eliminacion del exceso de tincion, se vuelve a
sumergir en acido acético al 50% durante 20 segundos, y finalmente se vuelve a

aclarar en solucion salina (Figura 6).

Figura 6: Proceso de preparacion de la muestra para EVCM: NA: naranja de acridina; AA: acido
acético: SF: suero fisiologico. *Fotografia cortesia Garcia-Herrera A. Servicio de Anatomia

Patolégica, Hospital Clinic de Barcelona.

Cuando se completa el proceso de preparacion de la muestra, se procede a
colocar la muestra tefida encima de una lamina portaobjetos y se aplica un

cubreobjetos.
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Para favorecer que la biopsia quede firme y homogéneamente apoyada
sobre el portaobjetos, pero sin comprimirla, se usa arcilla modeladora en los
extremos de la lamina portaobjetos. Se debe prestar especial atencion a eliminar
cualquier burbuja de aire de la preparacioén, la cual puede generar un artefacto a la
hora de la evaluacién (Figura 7). Antes de iniciar el escaneo de la muestra con el
dispositivo VivaScope® (MAVIG GmbH, Munich, Alemania) 42 generacién, se
debera aplicar una cantidad suficiente de gel de ecografia sobre el objetivo que

transmitira la luz laser.

Figura. 7: Posicionamiento de la muestra sobre el portaobjetos y apoyo del cubreobjetos con ayuda

de arcilla modeladora. Este paso es critico para que el tejido quede apoyado sin burbujas para su
escaneo. *Fotografia cortesia Garcia-Herrera A. Servicio de Anatomia Patolégica, Hospital Clinic de

Barcelona.

En este momento el operador técnico, determinara el «punto cero» de
escaner. Este punto se refiere a la profundidad a la que las estructuras tisulares
pueden ser enfocadas en su maxima nitidez y homogeneidad de tonos, previamente
al inicio del proceso de escaneo (Figura 8). La intensidad de cada laser se ajusta
para obtener la luminosidad y homogeneidad adecuada de la imagen final
resultante. Finalmente, se visualiza el tejido escaneado seleccionado mediante el

laser de fluorescencia, de reflectancia o de fusion o a través de tincion digital.
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Figura 8: Determinacion del punto 0 de escaner (zona de mejor enfoque). *Fotografia cortesia

Garcia-Herrera A. Servicio de Anatomia Patoldgica, Hospital Clinic de Barcelona.

2.5.4 APLICACION CLINICA DE LA MICROSCOPIA CONFOCAL EX VIVO

La principal aplicacién de la EVCM en la actualidad es la relacionada con
procesos quirurgicos oncoldgicos. En el area de la dermatologia se ha demostrado
que la EVCM aumenta la sensibilidad en el diagndstico de tumores cutaneos al
examinar los margenes de escision en la cirugia de Mohs.®® 67 (Figura 9) Dentro de
la oncologia también se ha probado en diferentes tejidos (mama, tiroides,
colorrectal, ganglios linfaticos) con resultados prometedores.67-73
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Figura 9: Seccion de carcinoma basocelular cutaneo A) Imagen de H&E convencional B) Imagen de
H&E virtual. *Fotografia cortesia Garcia-Herrera A. Servicio de Anatomia Patolégica, Hospital Clinic
de Barcelona.

En el campo de la nefrologia, existen pocos articulos que senalan el uso de
la IVCM y la EVCM. Campo-Ruiz y colaboradores publicaron en el 2006 sus
hallazgos del uso de la RCM in vivo y ex vivo en el estudio del rindn en modelo
murino.”? Las imagenes observadas de los tubulos renales, los glomérulos y el
intersticio, se correlacionaron altamente con la histologia de hematoxilina y eosina
a nivel estructural y celular. Dentro de sus conclusiones sefialaron que estos
métodos diagndsticos pueden evitar biopsias renales peligrosas o inviables, como
por ejemplo en un rifidn pre-trasplante, o el uso en pacientes con coagulopatia

grave.

En el 2015, Su y colaboradores reportaron el uso de la EVCM utilizando un

laser endomicroscépico en la evaluacion de tumores renales.”* Este estudio
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proporcion6 una excelente discriminacion de los diferentes componentes
anatéomicos dentro del tejido renal normal, incluidos los tubulos, los glomérulos, el
sistema colector y la grasa perirrenal de forma analoga a la encontrada en el estudio
histopatolégico. También se encontré utilidad para identificar tejido tumoral y tejido
normal. Sin embargo, los subtipos de tumores malignos no se encontraron tan bien
delimitados como los tumores benignos debido a la penetracion limitada de la

fluoresceina en las células tumorales.

En el 2019, Phung y colaboradores realizaron un estudio en 11 pacientes
sometidos a nefrectomia parcial con presencia de tumores renales.”” Las
tumoraciones se tifleron con naranja de acridina y se realiz6 estudio por EVMC. Se
obtuvieron 17 muestras de tejido y 118 imagenes por EVMC, de las cuales 66 fueron
diagnosticadas como tumoraciones malignas y 52 fueron tumoraciones benignas.
La sensibilidad y especificidad de la evaluacion de estas imagenes por personas
entrenadas en este estudio fue de 98 y 81% respectivamente. Los investigadores
concluyeron que la EVMC es util para distinguir cancer de tejido normal con alta
sensibilidad y especificidad.

En el 2020, Mir y colaboradores realizaron un estudio con 4 pacientes
consecutivos con tumores renales.’® Las muestras fueron tomadas del centro de las
lesiones sospechosas, las cuales fueron tefiidas con naranja de acridina por 30
segundos y posteriormente se sometieron a evaluacién con Vivascope 2500 (uso
de 2 longitudes de onda de 488 nm en el RCM y 785 nm para el modo de
fluoroscopia). Las imagenes se obtuvieron en 2-4 minutos y en el 100 % permitieron
reconocer el tejido parenquimatoso normal y el tumoral. Los autores concluyen que
tuvieron dificultades para la obtencion de imagenes por falta de penetracion de la
luz del laser, pero en general observaron detalles arquitecténicos y la
caracterizaciéon de los nucleos renales permitieron la identificacion del tejido sano

vs el tejido afectado.
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3. Justificacion, Hipotesis y Objetivos
del estudio
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3.1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El andlisis de anatomia patolégica se basa en localizar la regidon de interés en el
portaobjetos, utilizando un aumento de baja resolucién para después utilizar un lente
de mayor aumento para examinar la region con una mas alta resolucion. A lo
anterior se le denomina examen piramidal y representa la segmentacion histolégica
en los compartimentos renales tisulares. Actualmente se puede evaluar un tejido
mediante microscopia optica, inmunofluorescencia y microscopia electronica. Sin
embargo, estos procesos son laboriosos e irreversibles, restringiendo el tipo y
cantidad de analisis a realizar con el tejido en fresco, pero sobre todo la realizacion

de estudios posteriores al procesamiento de la muestra.

Solventar estos inconvenientes es una necesidad imperiosa para optimizar el
diagnéstico en patologia renal lo que justifica el creciente interés en el potencial
papel de nuevos abordajes técnicos para el estudio de la biopsia renal que permitan
gestionar de forma mas eficiente el escaso, pero muy valioso material obtenido

durante este procedimiento.

La microscopia confocal permite la visualizacion in situ de células dentro de un tejido
determinado, permitiéndonos obtener imagenes de estructuras a nivel celular
equiparado a un corte histolégico. Hasta la fecha, la microscopia confocal ex vivo
se ha establecido como una técnica util en la evaluacion de tumoraciones renales,
donde se ha logrado la diferenciacion de tejido afectado vs. tejido normal. Esta
técnica puede usarse en un primer estadiaje, comparandola después con los
resultados obtenidos en el estudio histopatologico. Esta técnica nos permite evaluar
el tejido de forma rapida y precisa, evitando largos retrasos mayores costos y

morbilidad potencial asociados a la seccidén congelada.
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3.2. HIPOTESIS

Ya que no existen estudios hasta la fecha, que demuestren la utilidad de la
microscopia confocal ex vivo en la evaluacion de patologia renal no neoplasica,
establecemos la hipdtesis de que el uso de esta técnica nos permitira evaluar de
forma rapida y precisa el tejido obtenido de forma inmediata posterior a la obtencion
de una biopsia renal. La pronta evaluacion del tejido renal patologico nos permitira
obtener diagndsticos certeros con un tiempo de espera mucho menor al de un

estudio histopatolégico.

La presente tesis doctoral plantea 2 hipétesis:

1. UTILIDAD DE LA MICROSCOPIA CONFOCAL EX VIVO EN EL ANALISIS DEL
TEJIDO RENAL EN FRESCO.

La Microscopia confocal ex vivo es un método Optico que puede proporcionar
imagenes a tiempo real, del tejido renal humano, comparables en resolucion al
estudio microscépico convencional, sin alterar la morfologia tisular, celular y la
integridad de las macromoléculas (proteinas y acidos nucleicos) para estudios

posteriores.

2. IDENTIFICACION DE PATRONES DE LESION AGUDA Y CRONICA
MEDIANTE MICROSCOPIA CONFOCAL EX VIVO UTILIZANDO BIOPSIAS
RENALES DE PACIENTES CON ENFERMEDAD RENAL NO TUMORAL.

La evaluacién de la biopsia renal mediante Microscopia confocal ex vivo puede
proporcionar imagenes digitales que permitan identificar los patrones basicos de
lesion renal, comparables a los descritos en el estudio de microscopia o6ptico

convencional.
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3.3 OBJETIVOS DEL ESTUDIO

3.3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

1.

Establecer los posibles usos de la Microscopia confocal ex vivo en el estudio

de la biopsia renal dentro de la practica clinica.

3.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Evaluar el flujo de trabajo de la Microscopia confocal ex vivo en biopsias

renales no neoplasicas

Evaluar la integridad del tejido posterior a la realizaciéon de Microscopia
confocal ex vivo para estudios moleculares, histoquimicos e
inmunohistoquimicos posteriores.

Correlacionar las imagenes obtenidas mediante Microscopia confocal ex vivo
con la microscopia Optica convencional.

Identificar patrones de lesion basicos en nefropatologia a nivel glomerular,
tubulo intersticial y vascular, mediante Microscopia confocal ex vivo
Correlacionar los hallazgos de la Microscopia confocal ex vivo con los
obtenidos mediante el estudio Optico convencional empleado en

nefropatologia
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4. Material y Métodos/ Resultados
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4. MATERIAL Y METODOS/ RESULTADOS

41 RESUMEN ARTICULO 1

“Ex vivo confocal microscopy performs real-time assessment of renal biopsy

in non-neoplastic diseases”.

Introduccion: La microscopia confocal ex vivo es una técnica para analizar tejidos,
que permite generar imagenes de muestras frescas con una resolucion oéptica
comparable a las obtenidas por métodos convencionales de patologia. El objetivo
de este estudio fue evaluar el uso de EVCM en el modo de FUCM vy la H&E virtual

resultante para el reconocimiento de estructuras normales en el tejido renal.

Métodos: Se incluyeron 24 muestras de tejido renal obtenidas de autopsias de
individuos con causa de muerte no renal y sin historia clinica de IRA, IRC o ESRD.
Las muestras fueron estudiadas mediante EVCM (VivaScope 2500 MAVIG, Munich,
Alemania) y posteriormente procesadas de manera rutinaria. Los casos se
analizaron mediante las dos técnicas, para identificar estructuras normales y
patolégicas del tejido renal. Asi mismo se evalud el impacto de la técnica de EVCM
sobre el procesamiento convencional posterior, las técnicas histoquimicas de rutina,

la inmunohistoquimica y la extraccion de acidos nucleicos.

Resultados: El protocolo de evaluacién de las biopsias renales mediante EVCM,
permite obtener imagenes digitales en un tiempo inferior a 5 minutos, con una
correlacion perfecta en la identificacion de corteza y médula renal y una correlacién
muy buena para el numero de glomérulos evaluados, el numero de glomérulos
esclerosados globalmente y la presencia de fibrosis intersticial y atrofia tubular.
Adicionalmente no hay impacto negativo en las tinciones histoquimicas e

inmunohistoquimicas realizadas sobre los tejidos procesados de manera
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convencional post-EVCM, asi como tampoco en la cantidad y calidad de los acidos

nucleicos extraidos.
Conclusién: Las imagenes obtenidas mediante EVCM de la biopsia renal,

muestran resultados prometedores para su futura aplicacion en la practica clinica

nefroldgica y el trasplante renal.
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Abstract

Background Ex vivo confocal microscopy is a technique for tissue examination, which generates images of fresh samples
with an optical resolution comparable to those obtained by conventional pathology. The objective of this study was to evaluate
the feasibility of using ex vivo confocal microscopy in fusion mode (reflectance and fluorescence) and the H&E-like digital
staining that is obtained for the analysis of non-neoplastic kidney biopsies.

Methods Twenty-four renal samples acquired from autopsies were scanned in a 4th generation ex vivo confocal microscopy
device. The imaging process was completed in an average of three minutes.

Results Confocal images correlated very well to the corresponding conventional histological sections, both in normal tissue
and in chronic lesions (glomerulosclerosis, fibrosis and tubular atrophy). The ex vivo confocal microscopy protocol did not
add artifacts to the sample for the ulterior study with light microscopy, nor to the histochemical or immunohistochemical
studies.

Conclusion The ease and speed of grayscale and fluorescence image acquisition, together with the quality of the H&E-like
digitally stained images obtained with this approach, suggest that this technique shows promise for use in clinical nephrol-
ogy and renal transplantation.
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Graphic abstract

Is ex vivo Confocal Microscopy reliable for real time assessment in nephropathology?

Ex-vivo confocal microscopy is a technique for tissue examination, which generates images of fresh samples with an optical resolution comparable to those obtained by

conventional pathology

Methods

Renal samples acquired from necropsies

0s 20s 205 20s

ninjoo

derding gahng  acat sgline
"e"gL soiution acd solution

mmd

Results

& 8 Kappa=1

= | Cortex B medulla (W)
o Mean number of 10(1-22)
N A | glomaruli [ranga) 0.58)

8{2-23) Lin=0,97 |09.4-

| Average global (EE] oy Kappa= 0.6
glomerulosclerasis (N]

Conclusion: The facility and speed of the digital staining H&E-like images obtained with this approach, suggest that this technigque has promise for use in clinical

nephrology and renal transplantation,

Keywords Reflectance confocal microscopy - Fluorescence confocal microscopy - Fusion confocal microscopy - Ex vivo

confocal microscopy - Renal biopsy

Introduction

The study of renal biopsy continues to be the key in imple-
menting a specific treatment in nephrology [1-4]. However,
routine histopathological evaluation is a time-consuming
and irreversible process in a very small amount of tissue.
These characteristics pose limitations in terms of the type
and quantity of analysis to be carried out with the fresh tis-
sue and restricts the performance of post-processing molecu-
lar studies [4]. Confocal microscopy (CM) is a real-time
technique which provides high-resolution images of fresh,
non-fixed tissues, in both in vivo and ex vivo approaches [5,
6]. Different devices are used for each technique. In vivo CM
is largely used in many clinical settings to enhance diagnos-
tic and treatment capabilities, mainly in the area of dermatol-
ogy and ophthalmology [7, 8].

In CM, a laser is used to provide excitation light while mir-
rors are used to scan the laser across the sample. The emit-
ted light is captured through a pinhole (confocal aperture)
and measured by a detector attached to a computer. Finally,
the computer builds up a two-dimensional grayscale image
(reflectance CM [RCM])), one pixel at a time. Confocal micros-
copy has also been coupled with the use of fluorescent dyes

@ Springer

(fluorescence CM [FCM]). This provides enhanced contrast
in imaging and allows the staining of specific structures [5].

Fusion mode (RCM plus FCM [FUCM)]), using laser light
with sources of different wavelengths, represents the cutting-
edge approach in ex vivo CM. It permits the acquisition of an
H&E-like digital stain (virtual H&E), imparting a blue color to
FCM and a pink to purple color to RCM [9]. Ex vivo FUCM
has been tested mainly in the field of oncology, focusing on
different tissues (skin, prostate, breast, lung, kidney and liver)
with promising results [10-12].

The aim of this proof of concept study was to assess the per-
formance of the ex vivo CM in fusion mode on non-neoplastic
renal biopsies and to evaluate the integrity of the tissue imaged
for the subsequent molecular, histochemical and immunohis-
tochemical analysis. In order to highlight limitations and pos-
sible applications of this technology in the diagnosis of renal
non-neoplastic pathology, the confocal images were correlated
to the corresponding histological sections obtained by conven-
tional methods.
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Methods
Study sample and tissue collection

This prospective study included 24 renal samples from autop-
sies of individuals who died of non-renal diseases and with-
out renal involvement. Tissue specimens were obtained with
an automated spring-loaded biopsy device; a wedge biopsy
was also performed in one case. Samples were kept moist on
saline-soaked gauze prior to imaging. The study was approved
by the ethics committee of the Hospital Clinic, Barcelona and
was conducted in accordance with the precepts of the Helsinki
Declaration. All the data were handled anonymously.

Ex vivo confocal microscopy in fusion mode

Samples were immersed in acridine orange (AO) 0.6 mmol
for 20 s, then washed in saline solution for 20 s, immersed
in acetic acid 50% for 20 s, and finally rinsed again in saline
solution for 20 s. The tissue was placed on a conventional
histopathology slide and covered by a coverslip retaining the
specimen in the same position during the scanning.

Confocal mosaics were acquired using the 4th Gen
VivaScope 2500 (MAVIG GmbH, Munich), specially designed
for ex vivo imaging of freshly excised tissue samples. The
2500 M-G4, equipped with a 38 X gel immersion objective,
uses two lasers with wavelengths of 488 nm (blue) and 785 nm
(infrared) and resolution image of 1024 x 1024 pixels. AO is
excited by the blue laser (FCM), whereas the infrared laser is
used to generate a reflectance signal (RCM). Both the reflec-
tion and fluorescence signals are detected simultaneously and
combined in real time. An integrated algorithm, that is pro-
vided with the microscope, linearly combines the FCM and
RCM images to form an RGB output graphic (virtual H&E)
which resembles H&E stained pathology slides, assigning a
blue color to FCM and pink to purple color to RCM.

DNA and RNA isolation and quantification

DNA and RNA were isolated from one tissue sample imaged
with CFM using the AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen),
per the manufacturer’s instructions. DNA was quantified
using the Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

Formalin-fixed and paraffin-embedded analyses

After ex vivo CM, the tissue was immediately fixed in
10% neutral-buffered formalin, subjected to routine pro-
cessing, and embedded in paraffin wax to generate tissue
blocks for comparison with standard pathologic analy-
sis. In order to recognize the potential for interference in

immunohistochemistry, samples were tested with a cytoplas-
mic antigen (cytokeratin [CK7]) and with a nuclear antigen
[GATA binding protein 3 (GATA3)].

The whole slide imaging was performed on a Ventana
iScan HT (Roche Diagnostics, Spain) at a magnification of
400x . The system creates high-resolution digital images of
the tissue sections. The entire scanning process runs auto-
matically [13]. The images were blindly viewed in the Vir-
tuoso viewer (Roche). The virtual pathology and the ex vivo
CM images were simultaneously evaluated.

Statistical analysis

Concordance between conventional histology and ex vivo
CM was assessed with Kappa coefficient for qualitative
(categorical) histological variables. For the number of glo-
meruli, Lin’s concordance correlation coefficient was used.
Coefficients were expressed as estimation and a 95% confi-
dence interval (CI). All P values were two-tailed and were
considered significant < 0.05. The software used for statisti-
cal analyses was R version 3.5.3 (R Foundation for Statisti-
cal Computing, Vienna, Austria, 2019).

Results

A total of 24 renal specimens were imaged. For each sample,
image acquisition was repeated one to three times in order to
obtain an interpretable mosaic. It took up to 5 min (2-5 min)
to analyze a 12—16 mm sized specimen and to obtain a single
mosaic. The ex vivo CM displayed mosaics that reproduce
the architecture of a normal kidney, in real time with cellular
resolution (Fig. 1). RCM permitted the observation of cyto-
plasmic details and extracellular matrix, whereas FCM high-
lighted nuclei. FUCM and particularly virtual H&E, resulted
in an improved image for diagnosis. Especially important was
the fact that sample preparation for FUCM did not affect the
subsequent quality of formalin fixed histopathological sections.
However, AO immersion interferes with the examination of
renal tissue under immunofluorescence (data not shown). DNA
and RNA quality assessed in a CFM-imaged sample showed
no differences compared with an immediately frozen control.

Characterization of normal structures in renal
biopsy

The renal architecture was easily identified in ex vivo CM
with distinction of the cortex and medulla, as well as the nor-
mal components of the cortex: glomeruli, tubules, blood ves-
sels and interstitium (Fig. 2). The morphological evaluation
with virtual H&E was better than evaluation using reflec-
tance or fluorescence mode alone. Our data indicate that
the pathologists were able to recognize histopathological

@ Springer
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Fig. 1 Needle biopsy: FUCM image (a) and virtual H&E (b) allow
recognition of the tissue similar to the image of H&E tissue 10X (c).
Kidney cortex identifiable as such by the numerous renal corpuscles
(some of them marked by red asterisks). Renal capsule is also vis-

features using FUCM or virtual H&E with a high degree of
agreement between virtual confocal imaging versus conven-
tional histological slides. Table 1 describes the performance
of ex vivo CM versus conventional microscopy.

Identification of pathological renal findings

Ex vivo CM facilitated the identification of sclerotic glomer-
uli, tubular atrophy, interstitial fibrosis foci, and interstitial
inflammation (Fig. 3). Global glomerulosclerosis was recog-
nized as extracellular matrix deposition with capillary lumi-
nal obliteration and decrease in tuft cell numbers. Expansion
of the urinary space, due to the shrinkage of the tuft, and
periglomerular fibrosis were also observed. Chronic vascular

@ Springer

ible (blue arrow). Cortex exhibits a normal glomerulus and trophic
closely packed tubules [virtual H&E (d) and PAS tissue 400X (e)].
(Color figure online)

injuries such as arteriolar hyalinosis and intimal thickening
of the arteries were readily identified (Fig. 4).

Ex vivo CM did not interfere with posterior routine
examination of renal biopsy.

Routine histochemical stains used to evaluate kidney biopsy,
e.g., periodic acid-Schiff (PAS), periodic acid-methenamine
silver (Jones), and Masson’s trichrome, showed no changes
due to the CM imaging process (Figs. 1, 3). Immunohis-
tochemical staining using nuclear and membrane antigens
displayed high quality results.
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Fig.2 Confocal microscopy imaging of normal glomerulus with a
well-defined Bowman’s capsule, conserved urinary space and regu-
lar cellular distribution (red circle). Muscular layer of an interlobu-

lar artery (red arrowhead) and a normal arteriole (red arrow), are also
identified [RCM (a), FUCM (b), virtual H&E (¢) and H&E tissue
400x (d)]. (Color figure online)
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Table 1 Concordance between

. . Tissue compartment Convencional his- Ex vivo confocal Statistic

conventlon'fll histology and EV tology (N=24) imaging (N=24)

confocal microscopy
Cortex and medulla (N) 8 8 Kappa=1
Cortex only (N) 13 13 Kappa=1
Medulla only (V) 3 3 Kappa=1
Mean number of glomeruli (range) 10 (1-22) 9 (2-23) Lin=0.97 (09.4-0.98)
Average global glomerulosclerosis (V)  0.83 0.77 Kappa=0.6
Interstitial fibrosis () 7 7 Kappa=1
Tubular atrophy (N) 8 8 Kappa=1
Interstitial inflammation (V) 6 5 Kappa=0.88
Arcuate or interlobular arteries (V) 15 16 Kappa=0.87
Arterioles (V) 21 21 Kappa=1
EV ex vivo

@ Springer
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Fig.3 Chronic lesions can be evaluated with virtual H&E (a) and
FUCM (b). Examples of tubular atrophy in a thyroidization pattern,
with small round tubules and uniform intratubular casts (red aster-
isk), associated with interstitial fibrosis. Comparison with Masson

Discussion

This prospective observational study in a set of postmor-
tem renal biopsies illustrates the possibilities offered by
ex vivo CM. This technique allows cellular resolution imag-
ing of fresh renal biopsies, without freezing tissue or using
standard processing procedures. Virtual H&E images were
obtained in an average of three minutes, with no loss of; tis-
sue, morphological detail, or molecular integrity.

The FUCM method has the potential to restructure the
clinical workflow in renal histopathology and raises pos-
sibilities for implementation of deep-learning approaches.

@ Springer

trichome 200X (c¢), and immunohistochemistry for CK7 200x (d), is
displayed. In addition, periglomerular fibrosis (red arrow) and global
glomerulosclerosis (red circle) were identified [virtual H&E (e) and
H&E tissue 200x (f)]. (Color figure online)

Most of the current cohorts of CM focus on oncopathol-
ogy [14-18] and currently, there are no studies available
in nephropathology. Previously, Krishnamurthy et al. per-
formed ex vivo CM evaluation of surgical resections of kid-
ney tumors, aiming to identify the lesion as either a benign
tumor or renal carcinoma [12].

The FUCM platform implemented in our study was easy
to use. This approach combines RCM and FCM modes,
resulting in sections of the tissues at resolutions similar
to those of light microscopy and obtaining virtual H&E
staining [19]. The quality of the images allows categori-
zation of the glomerular, vascular and tubulo-interstitial
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Fig.4 Vascular lesions such us arteriolar hyalinosis (red arrow head) and arterial intimal thickening (red arrow), were also recognized [virtual

H&E (a and ¢) and H&E tissue 400x (b and d)]. (Color figure online)

compartments. The results of this study indicate that ex vivo
CM is a promising approach for the prompt examination of
renal biopsies aiming to characterize fibrosis and inflam-
mation in non-neoplastic kidney diseases [20]. This tech-
nique has potential applications not only in the evaluation
of specimen adequacy at the time of renal biopsy, but also
to optimize the quality assurance of the renal tissues for
biobanking. Furthermore, sample preparation and process-
ing is an inexpensive procedure that afterwards, allows com-
plete optical microscopy assessment and molecular analysis
in the same tissue.

The implementation of ex vivo CM of the renal biopsy
may provide a feasible and straightforward way for stand-
ardization of quantitative image analysis, favoring the devel-
opment of robust digital repositories in nephropathology.

Moreover, our results confirmed the potential role of
ex vivo CM to establish a rapid score of chronic damage in
the renal biopsy. Tubular atrophy, interstitial fibrosis, glo-
merulosclerosis, and chronic vascular lesions were clearly
identified with an excellent correlation with conventional

light microscopy. Out of the scope of the paper and in
order to glimpse the potential of this technical approach in
a specific renal disease, Fig. 5 depicts the case of ANCA-
associated glomerulonephritis analyzed by virtual H&E and
conventional H&E, displaying comparable findings.

Virtual H&E may optimize the frozen section analysis,
which is the most commonly used procedure for rapid exam-
ination of renal tissue from potential cadaver donors in renal
transplantation [21, 22]. The procedure of freezing and cut-
ting the frozen tissue block in a cryotome and subsequently
staining it requires technical skills; and it is operator depend-
ent, adding variability. It is remarkable that the ex vivo CM
technique entails minimal sample preparation and prevents
unnecessary loss of tissue.

Ex vivo CM has some technical limitations. AO immersion
interferes with the examination of renal tissue under immu-
nofluorescence, but this analysis is usually performed in a
different renal cylinder than that used for light microscopy.
Furthermore, horizontal pressure applied to the tissue may
be uneven, with portions of the renal biopsy not adhering to

@ Springer
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Fig.5 ANCA-associated glo-
merulonephritis and vasculitis,
needle biopsy: virtual H&E (a)
and H&E tissue 10x (b) display
comparable findings. Normal
(red asterisk) and abnormal .
(red square boxes) glomeruli, as . N
well as abnormal vessels (blue
square boxes). Inset abnormal
glomerulus with cellular cres-
cents (blue arrow) and necrosis
(red asterisk) and necrotizing
vasculitis were identified in
virtual H&E (¢ and e respec-
tively) and H&E tissue 400x
(d and f, respectively). (Color
figure online)

the histopathology slide. This can result in blurred scanned
images. Achieving proper and uniform pressure of the tissue
while avoiding crushing the artifact deserves special attention.

In conclusion, the ease and speed of grayscale and fluo-
rescence image acquisition, together with the quality of
images obtained with this fusion mode of ex vivo CM
approach, suggest that this technique shows promise for
use in renal medicine practice, optimizing the information

@ Springer

that is already obtained from conventional techniques of
the pathology for native and allograft kidneys.

These promising results need further validation with mul-
tiple readers in multicenter studies to confirm that the fusion
mode technique can generate images that allow nephropathol-
ogists to recognize the whole spectrum of renal patterns of
lesions in optical sections through thick, fresh tissues.
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4.2. RESUMEN ARTICULO 2

Introduccion: La microscopia confocal ex vivo es una técnica que proporciona
imagenes en tiempo real, de tejidos frescos incluyendo el rifion, con una resolucién
Optica comparable a la patologia convencional. Objetivo: Evaluar el uso de la

EVCM para el reconocimiento de los patrones basicos de lesién en nefropatologia.

Métodos: Se realiz6 un estudio prospectivo que incluyo 48 pacientes a los que se
les realizé biopsia renal por indicacion médica. Solo la parte de la muestra destinada
a microscopia optica se uso6 para analisis de imagen con EVCM. La concordancia
entre los hallazgos del estudio convencional y los observados mediante EVCM fue
evaluada con el coeficiente Kappa para las variables histoldgicas cualitativas
(categdricas) y con el coeficiente de correlacion de concordancia de Lin para las
variables numeéricas. Los coeficientes se expresaron como estimacion y un intervalo

de confianza del 95 %.

Resultados: La concordancia entre la microscopia convencional y la tincion de H&E
digital fue clasificada como muy buena (k = 0.88) en la evaluacion del dano tubular
agudo y sustancial (k = 0.79) en la evaluacioén de la fibrosis intersticial, la inflamacién
intersticial y las lesiones arteriales y arteriolares. La tincion de H&E digital
adicionalmente, permitié la identificacion de la proliferacion extracapilar (k = 0.88),

la necrosis y la esclerosis segmentaria (k = 0.88) en el compartimento glomerular,
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aunque estos resultados ven limitado su impacto, si se tiene en cuenta el pequeno

numero de casos testados con estas alteraciones.

Conclusiones: la EVCM demostro ser efectiva en la evaluacion de la mayoria de
los patrones oépticos de lesion renal descritos, tanto agudos como crénicos. La
facilidad para adquirir imagenes dichas lesiones, podria suponer una
reestructuracion del flujo de trabajo en el ambito de la nefropatologia con

repercusiones en la clinica.
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Ex vivo confocal microscopy detects basic patterns of

acute and chronic lesions using fresh kidney samples
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ABSTRACT

Background. Ex vivo confocal microscopy is a real-time technique that provides high-resolution images of fresh,
non-fixed tissues, with an optical resolution comparable to conventional pathology. The objective of this study was to
investigate the feasibility of using ex vivo confocal microscopy in fusion mode (FuCM) and the haematoxylin and eosin
(H&E)-like digital staining that results for the analysis of basic patterns of lesion in nephropathology.

Methods. Forty-eight renal samples were scanned in a fourth-generation ex vivo confocal microscopy device. Samples
were subjected to confocal microscopy imaging and were then processed using conventional pathology techniques.
Concordance between the techniques was evaluated by means of the percentage of agreement and the « index.
Results. Agreement between conventional microscopy and H&E-like digital staining was strong (« = 0.88) in the
evaluation of acute tubular damage and was substantial (x = 0.79) in the evaluation of interstitial fibrosis, interstitial
inflammation, arterial and arteriolar lesions. H&E-like digital staining also allows rapid identification of extracapillary
proliferation (x = 0.88), necrosis and segmental sclerosis (« = .88) in the glomerular compartment, but the results
reported here are limited because of the small number of cases with these glomerular findings.

Conclusions. FuCM proved to be as effective as conventional techniques in evaluating the presence of acute tubular
necrosis and interstitial fibrosis changes, but in fresh tissue. The ease of acquisition of ex vivo confocal microscopy
images suggests that FuCM may be useful for rapid evaluation of kidney biopsies and to restructure the clinical workflow
in renal histopathology.
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This study contributes to the refinement of renal biopsy analysis, showing that ex vivo confocal microscopy can
become the first step in a hierarchical study and in the segmentation of kidney biopsy studies in renal medicine.
Confocal images correlated very well with the corresponding conventional histological sections. This study opens
new methods for the global improvement of renal biopsy analysis, thereby favouring the evaluation of new therapies.

GRAPHICAL ABSTRACT

Kidney
Journal

AN Ex-vivo confocal microscopy detects basic patterns of
acute and chronic lesions using fresh kidney samples

Ex vivo confocal microscopy (CM) is a real-time technique that provides high-resolution images (H&E-like digital staining
[H&E-DS]) of fresh, non-fixed tissues, with an optical resolution comparable to those obtained by conventional pathology.

Methods

Results

n=48 Bhiksd . il =
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ATD*

S k0.88

Concordance
kappa (k) index and % of agreement

ATD: Acute tubular damage
SGS: Segmental glomerulosclerosis,
extracapillary proliferation®, necrosis

k 0.79

IF: Interstitial fibrosis

I: Interstitial inflammation

V: Arterial and arteriolar lesions

Conclusion: Ex-vivo CM proved to be effective in evaluating the presence of chronic and some
of acute patterns of kidney lesions, but in fresh tissue. The technique may be useful as a first

step in the evaluation of kidney biopsies and to restructure the clinical workflow in renal
histopathology.

Villarreal, J.

Clinical Kidney Journal (2023)
apgarcia@clinic.cat
@CKJsocial

Keywords: ex vivo confocal microscopy, fluorescence confocal microscopy, fusion confocal microscopy, reflectance

confocal microscopy, renal biopsy

INTRODUCTION

Nephropathologic analyses provide important outcomes-
related data in renal medicine that are essential for under-
standing kidney disease pathophysiology [1-3]. The current
technique for histopathological evaluation is a time-consuming
and irreversible process using a very small amount of tissue.
These characteristics pose limitations in terms of the type
and quantity of analysis to be carried out with fresh tissue
and restrict the performance of post-processing molecular
studies [4, 5]. Hence there are few options to deal with biological
phenomena in a more precise molecular approach.

Ex vivo confocal microscopy (CM) is a real-time technique
that provides high-resolution images of fresh, non-fixed tissues
[6,7].In CM, a laser is used to provide excitation light while mir-
rors are used to scan the laser across the sample. The emitted
light is captured through a pinhole (confocal aperture) and mea-
sured by a detector attached to a computer. Finally, in ex vivo
CM the computer builds up a two-dimensional grayscale image

[reflectance CM (RCM)], one pixel at a time. Ex vivo CM has also
been coupled with the use of fluorescent dyes [fluorescence CM
(FCM)]. This provides enhanced contrast in imaging and allows
the staining of specific structures [8].

Previously, we confirmed the quality of renal tissue images
acquired by ex vivo CM in a fusion mode (FuCM = RCM + FCM)
compared with images obtained from renal tissue processed
with the standard method (formalin-fixed paraffin-embedded)
[9]. In addition, we observed that this approach allowed molec-
ular analysis in the same tissue, optimizing the information al-
ready obtained from conventional techniques of the pathology
of kidneys in autopsies of individuals who died of non-renal
diseases [9].

Pathologists usually first look at the whole slide at a low reso-
lution to locate the candidate region of interest (ROI). They then
zoom in to examine these ROIs at a higher resolution. This pyra-
midal examination pattern represents the histology segmenta-
tion in the tissular renal compartments on routine analysis by
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the pathologist. In the present study, we aimed to generate im-
ages by ex vivo FuCM that allow recognition of glomerular, tubu-
lointerstitial and vascular lesional patterns. Optical sections of
thick, fresh tissues from 48 native kidneys allowed complete op-
tical microscopy assessment and molecular analysis in the same
tissue. To highlight limitations and possible applications of this
technology in the diagnosis of renal non-neoplastic pathology,
the confocal images were correlated with the corresponding his-
tological sections obtained by conventional methods.

MATERIALS AND METHODS
Study sample and tissue collection

We conducted a prospective study that included 48 renal sam-
ples from patients undergoing renal biopsy for clinical indi-
cations. Tissue specimens were obtained with an automated
spring-loaded biopsy device. Samples were kept moist on saline-
soaked gauze and, within 5 minutes after their obtention, the
tissue was divided into three portions for light microscopy (LM),
immunofluorescent histology and electron microscopy. Only
the portion selected for LM was used for image analysis. The
study was approved by the Ethics Committee of the Hospital
Clinic, Barcelona and was conducted in accordance with the
precepts of the Helsinki Declaration. All the data were handled
anonymously.

Ex vivo FuCM

Kidney tissue cylinders were immersed in acridine orange (AO)
0.6 mmol for 20 seconds, then washed in saline solution for
20 seconds, immersed in acetic acid 50% for 20 seconds and fi-
nally rinsed again in saline solution for 20 seconds. The tissue
was placed in a conventional histopathology slide and covered
by a coverslip to retain the specimen in the same position during
the scanning.

Confocal mosaics were acquired using the fourth-generation
VivaScope 2500 (MAVIG, Munich, Germany), especially designed
for ex vivo imaging of freshly excised tissue samples. The 2500M-
G4, equipped with a 38x gel immersion objective, uses two lasers
with wavelengths of 488 nm (blue) and 785 nm (infrared) and has
a resolution image of 1024 x 1024 pixels. AO is excited by the
blue laser (FCM), whereas the infrared laser is used to generate
a reflectance signal (RCM). Both the reflection and fluorescence
signals are detected simultaneously and combined in real time.
An integrated algorithm that is furnished with the microscope
linearly combines the FCM and RCM images to form a red, green,
blue (RGB) output graphic [haematoxylin and eosin (H&E)-like
digital staining], which resembles H&E-stained pathology slides,
assigning a purple colour to FCM and a pink colour to RCM.

Formalin-fixed paraffin-embedded analyses

After ex vivo CM, the tissue was immediately fixed in 10%
neutral-buffered formalin, subjected to routine processing and
embedded in paraffin wax to generate tissue blocks for compar-
ison with standard pathologic analysis [10]. All kidney biopsies
were evaluated by two nephropathologist (A.G.H., A.L.) blinded
to clinical data.

Statistical methods

For each kidney biopsy, the following data were collected:
number of glomeruli, number of arteries, sample’s adequacy

(adequate, >10 glomeruli and =2 arteries; marginal, 7-9
glomeruli and >1 artery; suboptimal, 1-6 glomeruli and >1
artery; inadequate, failing to meet at least the suboptimal
criteria), number of globally sclerosed glomeruli, number of nor-
mal glomeruli and the presence of segmental sclerosis, cres-
cents, endocapillary or mesangial hypercellularity, necrosis, in-
creased mesangial matrix, acute tubular damage and arterial
and arteriolar damage. Tubular atrophy, interstitial fibrosis and
interstitial inflammation were semiquantified as follows: ab-
sence 0%, mild <25%, moderate 25-50% and severe >50%. Con-
tinuous and ordered variables were summarized as the median
and interquartile range (IQR), whereas categorical variables were
represented by frequencies and proportions. Concordance be-
tween conventional microscopy and FuCM in the assessment
of histopathological lesions was evaluated by means of the per-
centage of agreement and the « index [11]. The « index is thought
to be more reliable than the mere percentage of agreement
because it considers the possibility of agreement occurring by
chance. Since the « index increases with the number of cate-
gories of the variable, we collapsed features with more than two
categories into binary variables to make the « index values com-
parable across variables. P-values of the « index are usually not
considered as a measure of concordance. Instead, the degree of
concordance is often categorized as slight (« = 0.00-0.20), fair
(« = 0.21-0.40), moderate (x = 0.41-0.60), substantial (x = 0.61-
0.80) and strong (x = 0.81-1.00). All statistical calculations were
performed with Stata version 14 (StataCorp, College Station, TX,
USA).

RESULTS
Clinical data

The median age of the 48 patients was 53.5 years (IQR 36-67.5)
and 28 (58%) were females. In this cohort there were 16 pa-
tients with hypertension (33.3%), 1 with type 2 diabetes melli-
tus (2%) and 6 had both diseases (12.5%). Table 1 summarizes
the main patient data at the time of the renal biopsy. Renal
biopsy allowed us to confirm a diagnosis in 88% of the patients,

Table 1: Clinical characteristics of 48 patients with kidney diseases
whose renal biopsies were evaluated for concordance between stan-
dard optical microscopy and confocal microscopy.

Age (years), median (IQR)
Sex (female/male), n (%)
Comorbidities, n (%)

53.5 (36-77.5)
28 (58)/20 (42)

Arterial hypertension 16 (33)
Diabetes mellitus 1(2)
Both 6 (12)
Serum creatinine (mg/dl), median (IQR) 1.1(0.7-1.7)
>1.3,1 (%) 20 (42)

Glomerular filtration rate (ml/24 h/1.73 m?),
median (IQR)
Proteinuria (mg/24 h), median (IQR)

64 (38-95)

1701 (503-5500)

>1000, n (%) 27 (56)
Abnormal sediment, n (%)

Haematuria 10 (21)

Leukocyturia 6(12)

Both 8 (17)
Stage of chronic kidney disease, n (%)

Stage 1 14 (29)

Stage 2 21 (44)

Stage 3 13 (27)
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Table 2: Agreement between confocal microscopy and conventional microscopy in the evaluation of histopathological findings in renal biopsy

specimens.
Confocal microscopy, n
Agreement Expected

Optical microscopy Yes No (%) agreement (%)? « index

Glomerular sclerosis
Yes (>25% glomeruli) 13 0 64.6 443 0.36
No (<25% glomeruli) 17 18

Segmental sclerosis
Yes 10 0 95.8 64.6 0.88
No 2 36

Increased mesangial matrix
Yes 6 6 75.6 61.9 0.36
No 5 28

Endocapillary-mesangial hypercellularity
Yes 8 6 60.0 52.0 0.17
No 11 20

Necrosis
Yes 1 3 91.5 87.9 0.29
No 1 42

Extracapillary proliferation
Yes 0 98,0 83,0 0.88
No 1 43

Acute tubular damage
Yes 0 98.0 83.0 0.88
No 1 43

Tubular atrophy
Yes 30 0 64.6 62.0 0.07
No 17 1

Interstitial fibrosis/oedema
Yes 24 6 87.5 50.0 0.75
No 0 18

Interstitial inflammation
Yes 23 6 87.5 49.6 0.75
No 0 19

Arterial lesions
Yes 17 1 81.4 49.0 0.63
No 7 18

Arteriolar lesions
Yes 29 0 87.5 54.8 0.72
No 6 13

2Agreement expected merely by chance.

including lupus nephritis in 12 (25%), immunoglobulin A
nephropathy in 5 (10%) and amyloidosis in 4 (8%). Other diag-
noses were membranous glomerulopathy (6%), anti-neutrophil
cytoplasmic antibody (ANCA)-associated glomerulonephritis
(6%), minimal change disease (6%), diabetic nephropathy (4%),
thrombotic microangiopathy (4%), chronic tubulointerstitial
nephritis (4%), nephroangiosclerosis (2%), immune complex
membranoproliferative glomerulonephritis (2%) and mono-
clonal immunoglobulin deposition disease (2%).

Conventional microscopy versus FuCM

The number of glomeruli was significantly greater in specimens
evaluated by conventional microscopy than in those evaluated
by FuCM [median 13.5 (IQR 8-18.5) versus 8 (5-14), respectively;
P = .03]. In contrast, the number of evaluable arteries and the
identification of arterioles was quite similar between both types
of specimens (median of 1 and 1.5 arteries per specimen and

19 and 20 specimens with arterioles in conventional microscopy
and FuCM, respectively).

The specimen adequacy for histopathological examination
was judged as adequate in 24 samples evaluated by conven-
tional microscopy and 15 evaluated by FuCM, while 22 in con-
ventional microscopy and 25 in FuCM were marginal or subopti-
mal. The median number of glomeruli in marginal or suboptimal
specimens was 9 (IQR 8-15) in conventional microscopy and 8.5
(IQR 7-9) in FuCM.

Histopathological findings

Table 2 summarizes the main histopathological findings iden-
tified by conventional microscopy and FuCM and the degree of
agreement between both methods. Figs. 1 and 2 show represen-
tative glomerular and tubulointerstitial lesions, respectively, and
Supplementary Table 1 illustrates the correlation between opti-
cal microscopy and FuCM in evaluating the disaggregated semi-
quantitative score of tubulointerstitial lesions.
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Figure 1: Morphological patterns of renal lesion identified with FuCM (left panel) and H&E-like digital staining (right panel): global glomerulosclerosis (blue arrows,
A-D), interstitial fibrosis (orange arrows, C-F), interstitial inflammation (orange arrowheads, C and D), arteriolar hyalinosis (orange arrowheads, E and F).

The percentage of agreement was >85% in the evaluation of
extracapillary proliferation, segmental sclerosis, acute tubular
damage, interstitial fibrosis—oedema, interstitial inflammation
and arteriolar lesions. When concordance was evaluated by the «
index, agreement between conventional microscopy and FuCM
was strong for extracapillary proliferation, segmental sclerosis
and acute tubular damage. Agreement was substantial in the
evaluation of interstitial fibrosis, interstitial inflammation and
arterial and arteriolar lesions.

Concordance was fair (x = 0.21-0.40) for glomerular sclerosis,
increased mesangial matrix and necrosis. Regarding the finding
of mesangial expansion in FuCM, it is worth noting that it was

found in all four cases of renal amyloidosis and was character-
ized by its weak purple fluorescent appearance (Fig. 3). In con-
trast, concordance was only slight (x < 0.20) in the evaluation of
endocapillary and mesangial hypercellularity and tubular atro-
phy. Fig. 4 presents the fraction of agreement and the « index for
each histopathological feature.

DISCUSSION

Characterization of the histological pattern of injury in renal
biopsy constitutes the cornerstone in determining the mech-
anism of injury and establishes a specific therapy in renal
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Figure 2: Glomerular lesions recognised with FuCM/H&E-like digital staining: segmental glomerulosclerosis (blue arrows, A and B), mesangial matrix expansion (orange
arrowheads, C and D), necrosis and cellular crescent (orange arrowhead and blue arrow, respectively, E), segmental hypercellularity (blue arrow, F).

medicine. The introduction of renal biopsy in clinical practice
was one of the founding elements of nephrology as a medi-
cal specialty. However, the development and application of new
molecular biology techniques in renal tissue has not developed
at the same speed as other aspects of the specialty: the scarcity
of the material obtained during the biopsy and the need to fix the
tissue for later analysis hinders the development of molecular
approaches that require fresh tissue, such as omics techniques
and subsequent in silico models.

The FuCM device has been extensively tested for evaluat-
ing specimens in oncopathology [12-14]. The feasibility of us-
ing FuCM for analysis of non-neoplastic kidney biopsies, includ-

ing molecular studies in the same tissue, has also been demon-
strated recently [9].

Herein we describe the correlation between conventional mi-
croscopy and FuCM using native kidney specimens from clinical
practice and with diverse pathological origins. There are several
major findings in this study. First, FuCM is a microscopic ap-
proach with an ability to establish the adequacy of the sample
that is not inferior to that of conventional microscopy in rou-
tine clinical practice [15]. Recent results from our group demon-
strated that processing of the sample for FuCM does not alter
the tissue for future molecular studies [9]. Therefore, these find-
ings favour the use of FuUCM/H&E-like digital staining as the first
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Figure 3: Amyloidosis with glomerular and vascular involvement. Amyloid displays (A) a weak green signal on FuCM and a (B) bluish colour on H&E-like digital
staining. Glomerular (blue arrow) and vascular involvement (orange arrowhead) by amyloid deposition was confirmed by (C) Congo red stain under polarized light that

(D) showed apple green birefringence.

method to establish the suitability of the material and to opti-
mize the quality of the targeted tissue in performing molecular
biology techniques.

Second, FuCM proved to be as effective as conventional tech-
niques in evaluating the presence of acute tubular necrosis and
interstitial fibrosis changes, but in fresh tissue. Persistent in-
flammation of the renal parenchyma leads to interstitial fibrosis
and tubular atrophy (IFTA), the key contributor to the progres-
sion of chronic kidney disease (CKD) [16, 17]. This pathological
process is characterized by an excessive accumulation of extra-
cellular matrix proteins that resultin the loss of architecture and
organ function. Both tubulointerstitial inflammation and IFTA
strongly correlate with poor renal outcomes in a diverse group
of nephropathies, regardless of the extent of glomerular damage.
Moreover, IFTA has been shown to be an independent risk factor
for both end-stage renal disease (ESRD) and death [18-21]. There-
fore it is essential to develop a reliable approach that predicts
which patients are most likely to develop CKD so that appro-
priate interventions can be adopted before ESRD is established
[22, 23].

Tubules and interstitium are the main component of the re-
nal parenchyma and, for this reason, their representation in a
biopsy is more uniform compared with glomeruli. The findings
reported in this work add quality to the global analysis of tubu-
lointerstitial lesions, which are so important in predicting the
risk of CKD in the long term. They would facilitate the evaluation
of the potential benefits of new nephroprotective treatments,
such as sodium-glucose co-transporter 2 inhibitor or glucagon-
like peptide-1 agonists [24-26], the use of molecular techniques
in various kidney pathologies or the favouring of deep-learning

approaches and standardization of quantitative image analysis
of interstitial fibrosis.

Third, FuCM allows rapid identification of extracapillary pro-
liferation, necrosis and segmental sclerosis in the glomerular
compartment, but the results reported here are limited because
of the small number of cases with these glomerular lesions.
However, these results also position this technique as a future
useful tool in the evaluation of patients with systemic disease-
associated glomerulopathies such as ANCA vasculitis or sys-
temic lupus erythematosus, which require urgent treatment
with steroid pulses. Evaluation of the suitability of treatments
such as plasma exchange, which represents a clinical emergency
scenario in renal medicine, could be another practical use of
FuCM.

Finally, it may also be useful for the quick evaluation of sus-
pected renal amyloidosis, allowing very rapid screening of sug-
gestive lesions. Furthermore, it may aid in the orientation of
subsequent techniques, such as immunohistochemistry or mass
spectrometry for amyloid type determination.

These capabilities, together with the rapid acquisition of im-
ages, could be very useful in the analysis of renal allografts be-
fore implantation and should be a subject of future prospective
studies.

The ease of acquisition of digital images of quality within
5 minutes, together with the strengths of the technique pre-
viously exposed, demonstrate the suitability of FuCM for real-
time kidney tissue evaluation in clinical practice. The results
reported here confirm the role of FuCM as a microscopy ap-
proach that restructures clinical workflow in renal histopathol-
ogy and raises possibilities for implementation of virtual
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Figure 4: Agreement fraction (orange circles) and « index (blue squares) for
concordance between conventional microscopy and FuCM in the evaluation of
histopathological findings in renal biopsies from 48 patients with kidney disease.

analysis in nephropathology, a subspecialty of pathology not
available in many centres due to the very restricted number of
experts in the field. Moreover, this approach favours the develop-
ment of digital repositories and opens the way to a hierarchical
processing of renal biopsies that keeps tissue viable for succes-
sive molecular studies.

Some limitations should be acknowledged. First, despite the
ease of FuCM image acquisition, the analysis requires specific
training of the nephropathologist. Second, these images corre-
spond to one level of cut, compared with multiple serial sections
recommended for the study of kidney biopsies. This issue could
explain the fair concordance between FuCM and conventional
microscopy in evaluation of global sclerosis. Finally, as images
have <5.0 um at the centre of the field of view, evaluation of
features such us endocapillary and mesangial hypercellularity
is restricted.

Despite these limitations, this study further contributes to
the refinement of renal biopsy analysis, showing that FuCM may
become the first step in a hierarchical study and in the segmen-
tation of the kidney biopsy study in renal medicine. Prospective
studies that include multiple centres are warranted to confirm
these findings.

In conclusion, this study opens new paths for the global im-
provement of renal biopsy analysis. Sufficiently diagnostically
accurate readouts are feasible with FuCM/H&E-like digital stain-
ing, allowing tissue saving for molecular techniques. However,
the current technology needs to overcome the limitations re-
ported here in order to establish it as the first step in tissue anal-
ysis in nephropathology.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data are available at ckj online.
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5. DISCUSION

La enfermedad renal, aguda y crénica, abarca un amplio y heterogéneo
espectro de patologias, cuyas manifestaciones clinicas y bioquimicas son variables,
diversas y de prondstico incierto al momento del diagndstico. Algunos de estos
sindromes son indicativos claros de nefropatia, como el sindrome nefrético, el
sindrome nefritico, el fracaso renal agudo y las tubulopatias, otros pueden estar
relacionados con enfermedades sistémicas como la hipertension, el lupus
eritematoso sistémico o la diabetes. Por lo tanto, la caracterizacion detallada de
cada una de las formas de presentacion de la enfermedad renal es imprescindible
para realizar un diagnostico diferencial detallado y poder determinar con precision

las causas subyacentes.

La gran mayoria de las nefropatias conduce o se puede manifestar de forma
tardia como enfermedad renal cronica, actualmente esta forma de presentacion
constituye una verdadera pandemia que padece el 10% de la poblacién mundial; en
nuestro entorno progresa a estadios avanzados predominantemente en hombres,
de avanzada edad o con enfermedad cardiovascular’’, y es una de las pocas causas
de enfermedades no trasmisibles asociada a un ascenso de la mortalidad en las
Ultimas dos décadas.”® Segun el Registro Espafiol de Enfermos Renales (REER)
2021, la diabetes es la principal causa de enfermedad renal primaria, siendo
responsable del 25,5% de los casos, seguida de las causas no filiadas (18%) y las
enfermedades glomerulares (14,2%). Estas ultimas llegan a constituir cerca del 24%
de las causas de enfermedad renal en el segmento de poblacion de entre 15y 44

afnos.”®

La biopsia renal sigue siendo el estandar de oro en la evaluacion de la
enfermedad parenquimatosa renal, porque provee informacién no sélo relacionada
con el diagndstico etiologico, sino también con el prondstico, favoreciendo un
tratamiento oportuno y generando un impacto positivo en los datos de supervivencia

renal.8%81 En el estudio de la biopsia renal se integra: (a) la informacion del patrén

69
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de lesion morfolégico, obtenido mediante el estudio de las secciones de tejido
tefidas con diferentes técnicas histoquimicas y visualizadas mediante microscopia
Optica convencional; (b) los datos relacionados con la fisiopatologia, que provienen
del estudio de inmunofluorescencia directa, en donde se evalua la presencia de
depdsitos de cadenas pesadas y/o livianas de inmunoglobulinas, fracciones del
complemento y/o fibrindgeno; y (c) hasta un 20% de los casos requieren la
informacion adicional del estudio ultraestructural mediante microscopia electronica

para precisar el diagnostico.®?

Es por este motivo, que posterior a la realizacion de la biopsia, la muestra
obtenida del tejido renal requiere la separacion en tres partes para su posterior
evaluacion microscopica. En esta etapa debe estar presente un técnico o patdlogo
experimentado. Los glomérulos se pueden observar de forma directa con un
microscopio de diseccién. La division de toda la muestra asegurara la colocacién
adecuada del tejido en los tres medios. Posteriormente la evaluacion patolégica
integral de la muestra se realizara bajo microscopia optica, inmunofluorescencia o
inmunohistoquimica y microscopia electronica de transmision. La eleccion de la
inmunofluorescencia y la inmunohistoquimica depende de las instalaciones
disponibles y de la experiencia del patdlogo. La inmunofluorescencia es una técnica
mayormente utilizada en Estados Unidos, mientras que la inmunohistoquimica se

realiza con mas frecuencia en Europa.?'

Los resultados del estudio histopatolégico nos daran informacion
determinando el tipo de lesion, descartando patologia tubular, intersticial o
vascular.81 Pero hay que entender que el valor de la informacién se relaciona con
la calidad de la biopsia y los procedimientos de procesamiento empleados. El
estudio histopatolégico tiene diferentes limitaciones, la primera es que el
procesamiento de las muestras conlleva a procesos laboriosos e irreversibles,
restringiendo el tipo y cantidad de analisis a realizar con el tejido en fresco, asi como
la realizacion de estudios moleculares posteriores al procesamiento de la muestra.

La segunda es el tiempo que conlleva la preparacion del tejido para su estudio; esto
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es de especial importancia en aquellos padecimientos renales de rapida
instauracién en donde impera contar con un diagnoéstico morfolégico rapido para
establecer estrategias terapéuticas a corto plazo que modifiquen favorablemente la

evolucion de la funcion renal del paciente.

El estudio histopatolégico de la biopsia renal es una fuente importante de
informacion que podria optimizarse, afiadiendo a los patrones actuales de respuesta
tisular y celular, la informacion de patrones moleculares que permitan implementar
esquemas de terapia mas personalizados. Para lograr esto, es fundamental
equilibrar la balanza entre el tejido empleado para estudio morfologico y el
preservado para estudios moleculares; a la vez que se garantice una correlaciéon
directa posible entre ambos métodos. En este contexto la técnica de microscopia
confocal ex vivo constituia una herramienta potencial de estudio y los dos articulos
publicados durante el desarrollo de esta tesis doctoral confirman que es un abordaje
tecnologico que permite generar este punto de equilibrio en el ambito de la
nefropatologia.

5.1 Flujo de trabajo de la Microscopia confocal ex vivo en biopsias renales

La microscopia confocal ex vivo es una técnica que nos permite evaluar la
totalidad del tejido renal obtenido, sin realizar ninguna fragmentacioén, ya que el laser
utilizado nos brinda cortes con imagenes de alta resolucion. Esto nos permite
obtener imagenes en tiempo real posteriores a la evaluacion del tejido, equiparables

con las obtenidas por la técnica histoldégica convencional.

Existe una amplia bibliografia que avala la utilidad de esta técnica en la
evaluacion de diferentes tejidos, desde los que son de facil acceso como la piel, ojo
y mucosas, y también en érganos internos como pulmoén, tracto genitourinario,
mama, higado, tiroides, paratiroides, ganglios linfaticos y laringe.6%-6273 |a
aplicacibn mas utilizada de la microscopia confocal exvivo es la evaluacién

intraoperatoria de los margenes tumorales durante la cirugia de Mohs para la
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extirpacion del carcinoma basocelular.83-85 Asi mismo, se esta utilizando para la
diferenciacion de tejido normal vs. tumoral en diferentes tipos de tumoraciones como

en el cancer de mama, de prostata o incluso tumoraciones renales.®0-62.73

En el primer trabajo realizado en esta tesis y que constituye la primera prueba
de concepto publicada en la literatura sobre el rol de la microscopia confocal ex vivo
en Nefro-patologia, se evalud la integridad del tejido no neoplasico obtenido por
biopsia renal examinado inicialmente con microscopia confocal ex vivo y

posteriormente se realizé analisis histopatologico, inmunohistoquimico y molecular.

La Figura 10 esquematiza el protocolo realizado posterior a la toma de la
biopsia renal en esta tesis y constituye la propuesta para el futuro flujo de trabajo en
Nefropatologia. Una vez obtenida la muestra, se tifié con naranja de acridina 0.6
mmol por 20 segundos, luego se realizd6 un lavado con solucion salina por 20
segundos y luego se sumergié en acido acético al 50% por 20 segundos y por ultimo
un nuevo lavado con solucion salina. Una vez preparada la muestra, se coloco en
un portaobjetos y se llevo a cabo el analisis por microscopia confocal ex vivo (modo

fusion) el cual generd las imagenes en un periodo de tiempo de 3-5 min.

Una vez obtenidas las imagenes, se fragmentd la muestra extraida, la
primera parte para el analisis de la histopatologia convencional. El tejido en fresco
se fijo en formol 10% y en bloque de parafina para poder analizar bajo microscopia
optica. ElI segundo fragmento se utilizd para realizar el analisis de
inmunofluorescencia y el tercero para llevar a cabo el analisis de microscopia
electronica. Por ultimo, este esquema de trabajo permitia llevar a cabo estudios de

biologia molecular utilizando técnicas 6mics.
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Figura 10: Esquema propuesto para el flujo de diagndstico en nefropatologia

La aplicacion de este flujo de trabajo, en el primer trabajo publicado de esta
tesis, permitio la obtencion de imagenes de resolucion tisular de biopsias renales en
fresco, en un promedio de tiempo de 3 minutos, sin pérdida de tejido y manteniendo
la integridad molecular del mismo. La evaluacion del tejido obtenida primeramente
con microscopia confocal ex vivo no interfirié con el examen de rutina posterior a la
biopsia renal. Estos hallazgos demostraron que la microscopia confocal ex vivo
puede ser el primer paso del flujograma en la evaluaciéon de una biopsia renal con

aplicaciones en el campo de la patologia de riidn nativo y trasplantado.

5.2 Integridad del tejido posterior a la realizacién de microscopia confocal ex

vivo para estudios moleculares, histoquimicos e inmunohistoquimicos
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Omics es el término general para caracterizar moléculas bioldgicas y aplicar
su dinamica a la funcién y la causalidad en las ciencias de la vida y el campo
médico.®® En los ultimos afios, las técnicas 6mics han recibido cada vez mas
atencion debido a su promesa de descubrir nuevas vias, biomarcadores y factores
de riesgo modificables para comprender, predecir, prevenir o tratar enfermedades.
Ademas, el coste de medir y aplicar datos biolégicos a gran escala ha disminuido,
lo que facilita y promueve estudios de cohortes grandes para entender la
fisiopatologia de las enfermedades, generar avances en las terapias y el analisis de
pacientes individuales mediante potentes algoritmos informaticos. EI mantenimiento
de la integridad molecular del tejido renal después del analisis con EVCM
demostrado en el primer trabajo de esta tesis confirma que este abordaje permite
preservar el tejido, ya caracterizado morfolégicamente, para realizar futuras

técnicas omics en patologia de rifion nativo y trasplantado.

En el 2020, Phung y colaboradores realizaron el primer estudio para
comparar el uso de la microscopia confocal vs. el tejido histopatoldgico fijado en
formol en la determinacién de tejido renal normal vs. tejido tumoral.” Ellos utilizaron
la técnica de naranja de acridina para tefiir ambas muestras de tejido.
Posteriormente se tomaron imagenes de las muestras teiidas con microscopia
confocal. Finalmente, las muestras fueron procesadas y tenidas con la tincién de
hematoxilina y eosina para observarlas con microscopia Optica. Estas imagenes
fueron utilizadas como control para comparar con las obtenidas con el microscopio

confocal y no se encontraron dificultades con el procesamiento del tejido.”®

Posteriormente Mir y colaboradores realizaron el mismo procedimiento en la
evaluacion de tumoraciones renales.”® Las muestras fueron tefiidas con naranja de
acridina y visualizadas posteriormente bajo microscopia confocal ex vivo con
método de fusién. Se obtuvieron imagenes a los 2 minutos posterior al

procedimiento. Al finalizar la toma de imagenes, se fijo la muestra en formol y
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parafina para su posterior examen de rutina bajo microscopia 6ptica. Este estudio,
permitié evaluar de forma certera 4 pacientes sin incidencias en el procesamiento

de las muestras.

La técnica empleada en esta tesis, siguiendo el flujopgrama de microscopia
confocal- histopatologia- inmunoflourescencia- microscopia electrénica, permitié la
obtencion de imagenes de resolucion tisular de biopsias renales en fresco,
manteniendo la integridad molecular del mismo. La evaluacion del tejido obtenido
primeramente con microscopia confocal ex vivo no interfirié con el examen de rutina
posterior a la biopsia renal ni con el aislamiento y cuantificacién de ADN y ARN. Asi
mismo, las tinciones histopatoldégicas como el acido periddico de Schiff, la de
metenamina de plata y el tricromico de Masson no mostraron cambios debido al
proceso de las imagenes con los fluorocromos utilizados en la microscopia confocal.
Las tinciones de inmunohistoquimica tampoco experimentaron cambios, mostrando

resultados de alta calidad utilizando antigenos nucleares y de membrana.

Estos mismos hallazgos han sido corroborados en un trabajo con tumores de
prostata en el que tampoco se registraron interferencias posteriores al
procesamiento de la EVCM y se pudieron hacer ulteriores estudios de biologia

molecular.8”

5.3 Correlacion de las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal ex

vivo con la microscopia éptica convencional

En esta tesis se ha confirmado que la microscopia confocal ex vivo es un
meétodo de estudio Optico que proporciona imagenes con buena resolucion tisular
de la biopsia renal, equiparables a las obtenidas después del procesamiento
convencional (fijjacion en formol y procesamiento en parafina) y tefidas con

hematoxilina y eosina.
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Las imagenes obtenidas con el método de fusion de microscopia confocal,
donde se combinan el modo de reflectancia con el de fluorescencia, nos brindan
imagenes en color rosa/morado muy parecidas a las obtenidas con la tincion de
hematoxilina y eosina, esto gracias a un algoritmo localizado en el microscopio que
combina ambas longitudes de onda emitidas de 488 nmy 785 nm que dan un grafico

en rojo, verde y azul.

Estos hallazgos avalan la capacidad de la EVCM para complementar e
incluso optimizar la informacion obtenida habitualmente con microscopia
convencional. Ademas, la facilidad de uso y la reproducibilidad de la microscopia
confocal permiten que en los servicios de anatomia patolégica se puedan evaluar

de forma mas facil y rapida las muestras obtenidas en la biopsia renal.

La calidad de las imagenes obtenidas permitié la caracterizacion de lesiones
en los compartimientos glomerular, vascular y tubulointersticial. Estos hallazgos se
habian descrito en estudios previos en tejido renal en modelo murino y en biopsias
de tumores renales.”> 7476 E| primer trabajo de esta tesis en biopsias renales post
mortem ilustro las posibilidades que ofrece la microscopia confocal ex vivo permitio
la caracterizacion de fibrosis, inflamacion con adecuada resolucion. La
concordancia entre la microscopia confocal ex vivo y la evaluacion realizada de
imagenes con tincion hematoxilina y eosina convencional fue alta. Esto situa a esta
técnica como una opcion para obtener imagenes digitales susceptibles de ser
catalizadas mediante inteligencia artificial para su uso en investigacion, ensayos
clinicos o en la practica clinica.?® Adicionalmente, estas imagenes digitales
aportarian informacién morfolégica sobre los tejidos preservados para biobanco,

uno de los elementos claves para la generacion de futuros biomarcadores.*°

5.4 Identificacion de patrones de lesion basicos en nefropatologia a nivel
glomerular, tabulo intersticial y vascular mediante microscopia confocal ex

vivo
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El primer estudio de la tesis, realizado en tejido renal post mortem y utilizando
el analisis con microscopia confocal ex vivo; confirmo que la técnica identificaba
lesiones relacionadas con dafio cronico renal, tales como la glomeruloesclerosis
global, la fibrosis intersticial, la atrofia tubular y las lesiones vasculares crénicas.
Dichas alteraciones constituyen los parametros del indice de cronicidad de la
biopsia de rifidon nativo, que se reconoce como un factor de riesgo de progresion a

ERC independiente de la tasa de filtrado glomerular y la proteinuria.®'-93

Por otra parte, estas lesiones relacionadas con dafo crénico son las variables
evaluadas en las biopsias de donante cadavérico previo al trasplante renal.%° E|
uso de la EVCM en este campo tendria la ventaja de obtener una imagen
digitalizada y consultable a distancia con los expertos en nefropatologia. Lo que
permitiria solventar algunas de las dificultades reconocidas en el contexto de la

biopsia pre-implante para establecer la viabilidad del injerto renal.®®

5.5 Correlacion de hallazgos de la microscopia confocal ex vivo vs. estudio

optico convencional en practica clinica real

Los tubulos y el intersticio son los componentes mas numerosos del
parénquima renal y por esta razén, su representacion en una biopsia es mas
uniforme si se compara con el compartimiento glomerular.®” Los hallazgos
reportados en el segundo trabajo de esta tesis confirman esta observacion,
mostrando un alto indice de concordancia entre la microscopia convencional y la
tincion de hematoxilina y eosina digital obtenida con EVCM permitiendo una muy
buena evaluacién del dano tubular agudo y una clasificacion sustancial de la fibrosis
intersticial, la inflamacién intersticial y las lesiones arteriales y arteriolares. La
validacién de estos resultados en futuros estudios permitiria establecer indices de
lesion tubulointersticial que pueden  aportar informacion prondstica y posibles

ajustes del esquema de terapia, durante la ventana de tiempo en que el paciente
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permanece en observacion tras la realizaciéon de la biopsia.%®-'%" [gualmente abre

una ventana para la optimizacién de los esquemas de nefroproteccion.'9%-105

Aunque realizada en un numero restringido de casos, la valoraciéon de
imagenes de microscopia confocal ex vivo mediante tincion de hematoxilina y eosina
digital en el segundo trabajo de esta tesis, también permitio la identificacién de
glomérulos proliferacion extracapilar. Esta informacion obtenida de forma precisa y
rapida puede ser vital para mejorar el prondstico de los pacientes con
glomerulonefritis rapidamente progresiva en el contexto de vasculitis ANCA,
enfermedad anti- membrana basal glomerular o en el lupus eritematoso sistémico.
Confirmar estos hallazgos en una cohorte de pacientes de forma prospectiva, podria
constituir una guia para el tratamiento urgente con pulsos de glucocorticoides,
inmunosupresores, terapias biologicas o plasmaféresis en este escenario de
urgencia de la medicina renal y se convertiria en otra aplicacion de la microscopia

confocal ex vivo en la practica clinica habitual.'®%

Finalmente, la microscopia confocal ex vivo puede ser de utilidad para la
evaluacion rapida de sospecha de amiloidosis renal. Aunque la concordancia para
el parametro de expansién mesangial fue moderada, los casos relacionados con
depdsito amiloide mostraron un patrén de fluorescencia homogéneo y de intensidad
media, diferenciable del observado, por ejemplo, en la expansion mesangial
asociada a nefropatia diabética. Biologicamente este hallazgo podria explicarse
porque el amiloide puede tefirse con naranja de acridina. Usualmente se utilizan
tinciones de histopatologia con rojo Congo y tioflavina para observar la
birrefringencia con el microscopio de luz polarizada. Sin embargo, en el 2017,
Castellani y colaboradores demostraron la utilidad de la microscopia confocal para
la deteccidon de material amiloide utilizando ambas tinciones de rojo Congo y
tioflavina.'® Ambas técnicas mostraron diferencias significativas; con la microscopia
confocal en muestra tefida con rojo Congo, se redujeron los falsos positivos de 17%

a 5%, teniendo una sensibilidad y especificidad del 100%. Sin embargo, en las
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muestras tefiidas con tioflavina y analizadas con microscopia confocal, la
sensibilidad para deteccion de amiloide fue del 100% pero utilizando muestras muy
pequenas. La capacidad de la EVCM para identificar amiloidosis renal demostrada
en el segundo trabajo de esta tesis debe corroborarse en una cohorte de biopsias

con mayor numero de casos.

5.6 Limitaciones del estudio

La microscopia confocal ex vivo tiene algunas limitaciones. En el primer
trabajo se confirmo que la inmersion en naranja de acridina interfiere con el examen
del tejido renal con inmunofluorescencia, por lo que se debe evitar utilizar el cilindro
renal destinado a esta técnica para realizar las imagenes mediante microscopia
confocal ex vivo. Ademas, la presidon horizontal aplicada al tejido, previamente a
hacer el escaneo, puede ser no uniforme haciendo que porciones de la biopsia no
se adhieran a la laminilla y den por resultado imagenes borrosas. Por este motivo
es importante realizar una presion uniforme y gentil del tejido, evitando el

aplastamiento que altere el tejido.

A pesar de la facilidad para obtener imagenes mediante la microscopia
confocal ex vivo confirmada en el segundo estudio, el analisis de estas requiere de
entrenamiento especifico de un nefropatélogo. Ademas, las imagenes obtenidas
corresponden a un nivel de corte, a diferencia de las secciones multiples seriadas
recomendadas en el estudio de biopsias renales. Este factor puede explicar la
limitada correlacion encontrada entre la EVCM y la microscopia convencional en la

evaluacion de esclerosis global.

Finalmente, como las imagenes digitales tienen un espectro de captacion de
<5.0 um en el centro del campo visual, la evaluacion de las caracteristicas como la

hipercelularidad endocapilar y mesangial es limitada. El grosor de captacion,
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sumado a la potencia del objetivo con el que trabaja el modelo de microscopio
confocal empleado (cuarta generacion VivaScope®, MAVIG GmbH, Munich,
Alemania) no permiten la correcta evaluacibn de las membranas basales

glomerulares.
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6. CONCLUSIONES

1. La microscopia confocal ex vivo es un método de estudio éptico que proporciona
imagenes con buena resolucién tisular de la biopsia renal, equiparables a las
obtenidas después del procesamiento convencional, pero en tan solo 3 minutos, sin

pérdida de tejido y manteniendo la integridad molecular del mismo.

2. Los resultados reportados en esta tesis demuestran el papel de la microscopia
confocal ex vivo como el primer eslabon en el analisis de la biopsia renal. La tincidén
de hematoxilina y eosina digital permitié realizar una evaluacién 6ptima del dafio
tubular agudo, de la fibrosis e inflamacion intersticial y de las lesiones arteriales y

arteriolares.

3. Este abordaje promueve el desarrollo de repositorios digitales y abre un camino
para el diagndstico molecular de rutina en nefropatologia ya que permite ulteriores

estudios con técnicas omics.
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